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putrescine was observed. The addition of commercial starter cultures generally 
resulted in lower KAD and TYR lower content, but due to the large differences in 
BA content between the flours, the effect of the autochthonous microflora could not 
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we baked bread and evaluated the conversion of BA and GABA. Baking resulted in 
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Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke.                                        V 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za  živilstvo, 2020 
KAZALO VSEBINE 
KLJUČNA DOKUMENTACIJSKA INFORMACIJA III 
KEY WORDS DOCUMENTATION IV 
KAZALO VSEBINE V 
KAZALO SLIK VIII 
KAZALO PREGLEDNIC IX 
KAZALO PRILOG X 
OKRAJŠAVE IN SIMBOLI XII 
 
1 UVOD 1 
1.1 NAMEN NALOGE 2 







2.1 ČIČERIKA 3 
2.1.1    Prehranska vrednost čičerike 4 
2.1.1.1    Ogljikovi hidrati 4 
2.1.1.2    Proteini 5 
2.1.1.3    Lipidi in maščobne kisline 6 
2.1.2    Antinutritivni dejavniki stročnic 6 
2.1.2.1    Proteazni inhibitorji 7 
2.1.2.2    Fitinska kislina 7 
2.1.2.3    Tanini 7 
2.1.2.4    Saponini 7 
2.1.2.5    α-galaktozidi 7 
2.1.3    Zmanjševanje antinutritivnih dejavnikov v stročnicah 8 
2.2 KISLO TESTO 9 
2.2.1    Spontana fermentacija 9 
2.2.2    Uporaba starterskih kultur oz. vodena fermentacija 10 
2.2.3    Tehnološki vpliv fermentacije kislega testa na kakovost kruha 11 
2.2.4    Vpliv kislega testa na zdravje 13 
2.2.5    GABA (γ-aminobutanojske kislina) 14 
2.2.5.1    Fiziološki vpliv GABA 14 
2.2.5.2    Mikrobiološka proizvodnja GABA 15 
2.2.6    Biogeni amini 15 
2.2.6.1    Biosinteza biogenih aminov 16 
2.2.6.2    Učinek biogenih aminov na zdravje 17 
2.2.6.3    Pristopi za znižanje vsebnosti biogenih aminov v fermentiranih živilih 17 
   
Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke.                                        VI 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za  živilstvo, 2020 
3 MATERIAL IN METODE 19 
3.1 MATERIAL 19 
3.1.1    Moka 19 
3.1.2    Kalčki grškega sena 20 
3.1.3    Komercialna starterska kultura 20 
3.1.4    Priprava gojišč 20 
3.1.4.1    Trdno in tekoče gojišče MRS 20 
3.1.4.2    Trdno gojišče YEPD 20 
3.1.5    Kemikalije 21 
3.2 METODE 22 
3.2.1    Priprava kislega testa iz čičerikinih mok 22 
3.2.2    Določanje biogenih aminov in GABA 23 
3.2.2.1    Standardi biogenih aminov in GABA 23 
3.2.2.2    Derivatizacijski reagent 23 
3.2.2.3    Ekstrakcija 23 
3.2.2.4    Derivatizacija 23 
3.2.2.5    Analiza HPLC  24 
3.2.3    Pretvorba biogenih aminov v testu in pečenem kruhu 24 
3.2.3.1    Mletje in homogenizacija liofiliziranih kalčkov grškega sena 24 
3.2.3.2    Pretvorba biogenih aminov v testu in pečenem kruhu 24 
3.2.3.3    Vpliv peke na vsebnost biogenih aminov v kruhu pripravljenem iz 
kislega testa 
26 
3.2.4    Določanje vsebnosti vode 27 
3.2.5    Pretvorba biogenih aminov v kislem testu z dodatkom liofliziranih 
kalčkov grškega sena 
27 
3.2.6    Izolacija avtohtonih kultur mlečnokislinskih bakterij in kvasovk 28 
3.2.6.1    Izolacija 28 
3.2.6.2    Katalazni test 28 
3.2.6.3    Barvanje po Gramu 28 
3.2.6.4     Namnoževanje in shranjevanje izoliranih kultur 29 
3.2.7    Inokulacija mešanice moke in vode z izolirano avtohtono kulturo 
MKB  
29 
3.2.7.1    Določanje živosti/kultivabilnosti celic s štetjem kolonij na ploščah  30 
3.2.8 Določanje antioksidativnega potenciala 30 
3.2.8.1    Določanje antioksidativnega potenciala s Folin – Ciocalteu metodo 30 
3.2.8.2    Določanje antioksidativnega potenciala z DPPH 31 
3.2.8.3    Določanje antioksidativnega potenciala z ABTS 31 










Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke.                                        VII 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za  živilstvo, 2020 
4 REZULTATI Z RAZPRAVO 33 
4.1 BIOGENI AMINI V MOKI, KISLEM TESTU IN KRUHU 33 
4.1.1    Biogeni amini v moki 33 
4.1.2    Biogeni amini v kislem testu 33 
4.1.2.1    Putrescin 35 
4.1.3    GABA v kislem testu 37 
4.1.4    Pretvorba biogenih aminov med peko kruha  39 
4.1.5    Pretvorba GABA med peko kruha 42 
4.2 UPORABA KALČKOV GRŠKEGA SENA ZA ZNIŽANJE VSEBNOSTI 
BIOGENIH AMINOV 
43 
4.2.1    Testiranje aktivnosti kalčkov grškega sena 43 
4.2.1.1    Razgradnja biogenih aminov v kislem testu iz čičerikine moke z diamin 
oksidazami iz kalčkov grškega sena pri pH 4,7 
44 
4.2.1.2    Razgradnja biogenih aminov v kislem testu iz čičerikine moke z diamin 
oksidazami iz kalčkov grškega sena pri pH 6,5 
45 
4.2.2 Uporaba liofiliziranih kalčkov grškega sena za razgradnjo 
putrescina, kadaverina in tiramina v testu iz pšenične moke 
45 
4.3 IZOLACIJA IN KARAKTERIZACIJA MLEČNOKISLINSKIH 
BAKTERIJ AVTOHTONE MIKROBIOTE KISLEGA TESTA 
47 
4.3.1    Vpliv izolirane kulture MKB na vsebnost biogenih aminov v kislem 
testu 
49 
4.3.1.1    Inokulacija mešanice moke in vode z izolirano kulturo MKB iz kislega 
testa 
49 
4.4 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL KISLEGA TESTA 50 
4.5 VSEBNOST PROSTIH AMINOSKUPIN V KISLEM TESTU 52 
5 SKLEPI 53 
6 ZAKLJUČEK 54 
7 VIRI 56 









Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke.                                        VIII 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za  živilstvo, 2020 
KAZALO SLIK 
Slika 1:    Svetovna proizvodnja čičerike od leta 2000 do 2018 (FAOSTAT, 2020) ........... 3 
Slika 2:    Najpogostejši sorti čičerike: (A) sorta kabuli in (B) sorta desi (Tar’an, 2013) ..... 4 
Slika 3:    Vzorca kislega testa v 15 mL centrifugirkah, ki sta pokriti z vrelnima vehama . 22 
Slika 4:    Mletje in homogenizacija kalčkov grškega sena: (A) polnjenje 
homogenizacijskih tulcev, (B) homogenizacija s krogličnim homogenizerjem 
MM400, (C) zmleti in homogenizirani kalčki grškega sena ............................. 24 
Slika 5:    Proces priprave in peke kruha: (A) zames testa, (B) testo v modelčku pred samo 
peko, (C) prerez kruha po peki ....................................................................... 27 
Slika 6:    Primerjava vsebnosti putrescina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3, po 24 
urah in 48 urah fermentacije v primeru dodane komercialne starterske kulture 
(k3, k4 in k5) ali spontane fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5). Rezultati so podani 
na suho snov. ................................................................................................. 36 
Slika 7:    Primerjava vsebnost GABA v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3, po 24 
urah in 48 urah fermentacije v primeru dodane komercialne starterske kulture 
(k3, k4 in k5) ali spontane fermentacije (s1, s2, s3, s4 in s5). Rezultati so podani 
na suho snov. ................................................................................................. 38 
Slika 8:    Primerjava vsebnosti biogenih aminov v testu, sredici in skorji kruha, pri 
dodatku komercialno dostopnih biogenih aminov. Rezultati so podani na suho 
snov .............................................................................................................. 40 
Slika 9:    Primerjava vsebnosti biogenih aminov v testu, sredici in skorji kruha, pri 
dodatku kislega testa moke 2. Rezultati so podani na suho snov ...................... 41 
Slika 10:  Razgradnja biogenih aminov (Harbaoui in Sadok, 2015) ................................. 43 
Slika 11:  Spreminjanje vsebnosti biogenih aminov tekom mešanja modelne suspenzije 
kislega testa in vode (pH=4,70), ob dodatku kalčkov grškega sena, pri časih 
mešanja 0, 3, 15, 45 in 90 minut. Rezultati so podani na suho snov ................. 44 
Slika 12:  Spreminjanje vsebnosti biogenih aminov tekom mešanja modelne suspenzije 
kislega testa in vode, ob dodatku kalčkov grškega sena in NaHCO3 (pH modelne 
suspenzije ob dodatku NaHCO3=6,5), pri časih mešanja 0, 3, 15, 45 in 90 minut. 
Rezultati so podani na suho snov .................................................................... 45 
Slika 13:  Razgradnja biogenih aminov v testu iz pšenične moke in dodatka komercialno 
dostopnih biogenih aminov, ob dodatku kalčkov grškega sena, med mešanjem 
(0-15 minut) in vzhajanjem (15-60 min) testa ................................................. 46 
Slika 14:  Barvni preparati MKB izoliranih iz kislega testa moke 2 z obliko (A) palčk in 
(B) kokov, pridobljeni z barvanjem po Gramu ................................................ 48 
Slika 15:  Primerjava vsebnosti biogenih aminov in GABA, v vzorcu spontane fermentacije 
moke 2 in v vzorcu kislega testa enake moke z dodanim inokulumom izolirane 
kulture MKB z obliko kokov. Rezultati so podani na suho snov ...................... 49 
Slika 16:  Primerjava vsebnosti antioksidantov v mokah in kislih testih, določenih z 
metodo FC po različnih časih fermentacije (24 in 48 ur) in načinu fermentacije 
(spontana ali ob dodatku komercialne starterske kulture). Rezultati so podani na 
suho snov ...................................................................................................... 51 
Slika 17:  Primerjava vsebnosti prostih amino skupin v mokah in kislih testih po različnih 
časovnih obdobjih fermentacije (24 in 48 ur) in načinu fermentacije (spontana ali 
ob dodatku komercialne starterske kulture). Rezultati so podani na suho snov . 52 
Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke.                                        IX 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za  živilstvo, 2020 
KAZALO PREGLEDNIC 
Preglednica 1:   Podatki o uporabljenih mokah ............................................................... 19 
Preglednica 2:   Hranilna sestava čičerikinih mok uporabljenih v magistrski nalogi, 
deklarirana s strani proizvajalca. Podatki so podani na 100 g moke......... 19 
Preglednica 3:   Vsebnost biogenih aminov v moki. Rezultati so podani na suho snov ..... 33 
Preglednica 4:   Vsebnost biogenih aminov in GABA v kislem testu pri spontani 
fermentaciji (24 in 48 ur). Rezultati so podani na suho snov ................... 34 
Preglednica 5:   Vsebnost biogenih aminov in GABA v kislem testu pri vodeni fermentaciji 
ob dodatku komercialne starterske kulture (24 in 48 ur). Rezultati so 





















Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke.                                        X 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za  živilstvo, 2020 
KAZALO PRILOG 
Priloga A:  Primerjava vsebnosti triptamina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. 
Odsotnost vrednosti v grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. 
Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost posledica analitske napake. Rezultati so 
podani na suho snov 
Priloga B:  Primerjava vsebnosti feniletilamina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. 
Odsotnost vrednosti v grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. 
Izjema s5 moke 3 in s4 moke 2, kjer je odsotnost posledica analitske napake. 
Rezultati so podani na suho snov 
Priloga C:  Primerjava vsebnosti kadaverina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. 
Odsotnost vrednosti v grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. 
Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost posledica analitske napake. Rezultati so 
podani na suho snov 
Priloga D:  Primerjava vsebnosti histamina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. 
Odsotnost vrednosti v grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. 
Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost posledica analitske napake. Rezultati so 
podani na suho snov 
Priloga E:  Primerjava vsebnosti tiramina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. 
Odsotnost vrednosti v grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. 
Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost posledica analitske napake. Rezultati so 
podani na suho snov 
Priloga F:   Primerjava vsebnosti spermidina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. 
Odsotnost vrednosti v grafih je posledica analitske napake. Rezultati so podani 
na suho snov 
Priloga G:  Primerjava vsebnosti spermina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. 
Odsotnost vrednosti v grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. 
Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost posledica analitske napake. Rezultati so 
podani na suho snov 
Priloga H:  Skupna vsebnost biogenih aminov v kislih testih moke 1, moke 2, moke 3, po 
24 urah in 48 urah fermentacije v primeru dodane komercialne starterske 
kulture ali spontane fermentacije. Rezultati so podani na suho snov 
Priloga I:    Vsebnost biogenih aminov v kislem testu iz moke 1 ob dodatku avtohtonih 
izoliranih kultur MKB (koki in palčke) iz moke 2. Rezultati so podani na suho 
snov 
Priloga J:   pH čičerikinih mok in kislih test 
Priloga K:  Biogeni amini v kalčkih grškega sena pred in po mešanju v vodi, eksperiment s 
komercialno dostopnimi biogenimi amini (4.2.2). Rezultati so podani na suho 
snov 
Priloga L:  Biogeni amini v kalčkih grškega sena pred in po mešanju v vodi, eksperiment z 
dodanim kislim testom (4.2.2). Rezultati so podani na suho snov 
Priloga M: Primerjava antioksidativnega potenciala mok in kislih test z uporabo metode 
DDPH pri eksperimentu 5, po različnih časovnih obdobjih fermentacije (24 in 
48 ur) in načinu fermentacije (spontano ali ob dodatku komercialne starterske 
kulture). Odsotnost vsebnosti pri moki 3 (spont. 48 ur) posledica analitske 
napake. Rezultati so podani na suho snov 
Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke.                                        XI 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za  živilstvo, 2020 
Priloga N:  Primerjava antioksidativnega potenciala mok in kislih test z uporabo metode 
ABTS pri eksperimentu 5, po različnih časovnih obdobjih fermentacije (24 in 
48 ur) in načinu fermentacije (spontano ali ob dodatku komercialne starterske 
kulture). Odsotnost vsebnosti pri moki 3 (spont. 48 ur) posledica analitske 
napake. Rezultati so podani na suho snov 
Priloga O:  Primerjava antioksidativnega potenciala mok in kislih test z uporabo metode 
FC pri eksperimentu 5, po različnih časovnih obdobjih fermentacije (24 in 48 
ur) in načinu fermentacije (spontano ali ob dodatku komercialne starterske 
kulture). Odsotnost vsebnosti pri moki 3 (spont. 48 ur) posledica analitske 
napake. Rezultati so podani na suho snov 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
ABTS   2,2-azobis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kislina 
AND   antinutritivni dejavniki 
AGM   agmatin 
AOP    antioksidativni potencial 
BA   biogeni amini 
CAD   kadaverin 
DAO    diamin oksidaza 
DPPH   2,2-difenil-1-pikrilhidrazil  
EFSA Evropska agencija za varnost hrane (ang. European Food Safety 
Authority) 
FAO Organizacija Združenih narodov za prehrano in kmetijstvo (ang. Food 
and Agriculture Organisation of the United Nations) 
FC   Folin Ciocalteu 
GABA   γ-aminobutanojska kislina (ang. gamma-Aminobutyric acid) 
GAD   glutamat dekarboksilaza   
HIS   histamin 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (ang. High Performance 
Liquid Cromatography) 
KT kislo testo 
MAOI inhibitorji monoamin oksidaz 
MKB    mlečnokislinske bakterije 
MRS   gojišče po De Man, Rogosa in Sharpe 
PEA   feniletilamin 
ppm   število delcev na milijon (ang. parts per milion) 
PUT   putrescin 
SPD   spermidin 
SPM   spermin 
TRP   triptamin 
TYR   tiramin 
UV   ultravijolična svetloba 
VIS   vidna svetloba 
YEPD   gojišče (kvasni ekstrakt, pepton, glukoza) 
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Pridelava in predelava živil, ki omogoča zdravo prehranjevanje z varovalnim učinkom na 
zdravje, ob upoštevanju trajnostnega razvoja in zanesljivosti oskrbe, pridobiva vse večjo 
veljavo. Skladno s tem je prehranska industrija začela uvajati funkcionalna živila, ki 
kombinirajo lastnosti, kot so manjša vsebnost kalorij, nižji glikemični indeks, manjša 
vsebnost maščob, večja vsebnost vlaknin in rastlinskih proteinov ter manj soli in aditivov 
(Gobbetti in sod., 2019b). Velik potencial na tem področju predstavljajo stročnice, ki imajo 
zelo dobre prehranske in funkcionalne lastnosti, poleg tega pa so zelo pomembne za 
trajnostno kmetijstvo. Zaradi njihove sposobnosti za fiksacijo dušika, imajo pozitiven vpliv 
na okolje, saj zmanjšajo potrebo po anorganskih dušikovih gnojilih in izboljšajo rodovitnost 
zemlje (Atienza in Rubiales, 2017). 
 
Stročnice so izredno dober vir proteinov, ogljikovih hidratov in prehranskih vlaknin. Poleg 
tega zagotavljajo esencialne aminokisline, vitamine, minerale, oligosaharide in fenolne 
komponente (Gobbetti in sod., 2019b). Redno uživanje stročnic je pokazalo blagodejen 
učinek na zmanjšanje kardiovaskularnih bolezni, diabetesa tipa 2, nekaterih vrst raka, 
prekomerne teže in debelosti (Kazemi in sod., 2019). Stročnice vsebujejo tudi antinutritivne 
dejavnike, med katere spadajo tanini, fitati, saponini, inhibitorji encimov in lektini, vendar 
se jih lahko uspešno odstrani z različnimi tehnološkimi postopki (Abbas in Ahmad, 2018). 
Kljub vsem pozitivnim zdravstvenim in prehranskim lastnostim, stročnice še vedno niso 
povsem dobre sprejete v zahodnem svetu, predvsem na račun gastrointestinalnih 
neprijetnosti (napihovanja), dolgega časa kuhanja in okusa (Mudryj, 2019). Priložnost za 
približanje in povečanje uporabe stročnic se odpira z vključitvijo moke kot je čičerikina v 
pekovske izdelke, saj so le-ti ena glavnih komponent prehrane za večino populacije 
(Gobbetti in sod., 2019b). Velik potencial je pokazala uporaba mok iz stročnic za pripravo 
kislih test, ki izboljšajo prehranski, senzorični in tehnološki potencial stročnic (Curiel in 
sod., 2015). 
 
Kislo testo je tradicionalna spontana fermentacija mešanice vode in moke, kjer prevladujejo 
mlečnokislinske bakterije (MKB) in kvasovke avtohtone mikrobiote moke (Gan in sod., 
2016) ali pa se dodaja starterske kulture z namenom vodene fermentacije, ki omogoči 
zaželene tehnološke lastnosti (Curiel in sod., 2015). Delno nadomeščanje pšenične moke z 
moko stročnic je pri fermentaciji kislega testa in peki kruha omogočilo povečanje vsebnosti 
proteinov, prehranskih vlaknin, povečanje antioksidativnega potenciala in prostih 
aminokislin, večjo dostopnost mineralov, izboljšanje prebavljivosti proteinov in znižanje 
glikemičnega indeksa. Poleg tega je prišlo do izboljšanja senzoričnih in funkcionalnih 
lastnosti kruha. V kislem testu se tvorijo tudi bioaktivne spojine, med katerimi je najbolj 
izpostavljena γ-aminobutanojska kislina (GABA), ki ima številne pomembne fiziološke 
funkcije (Rizzello in sod., 2014). Zaradi velike vsebnosti proteinov v stročnicah, proteolize 
tekom fermentacije, nizke vrednosti pH in mikrobiote bogate z MKB, lahko pride pri kislem 
testu tudi do tvorbe toksičnih biogenih aminov (Diana in sod., 2014b). 
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Biogeni amini so dušikove organske spojine, ki jih veliko vsebujejo fermentirana živila kot 
so sir, salama, fermentirana zelenjava, vino in ribe (Doeun in sod., 2017). Nastanejo z 
dekarboksilacijo prostih aminokislin ali z aminacijo in transanimacijo aldehidov in ketonov. 
Najpomembnejši biogeni amini so histamin, tiramin, putrescin, kadaverin, triptamin, 2-
feniletilamin, spermin in spermidin. Delno se razgradijo (oksidirajo) v prebavnem traktu v 
reakcijah kataliziranih z amino oksidazami, vendar pri velikih zaužitih količinah ali v 
primeru jemanja določenih zdravil, lahko povzročijo glavobol, povišan ali znižan krvni tlak, 
težave z dihali, rdečico, slabost in motnjo srčnega ritma (Akan in Özdestan Ocak, 2019). 
Poleg tega ima njihova prisotnost vpliv tudi na senzorične lastnosti hrane in so indikatorji 
kakovosti oz. sprejemljivosti hrane (Doeun in sod., 2017).  
 
1.1 NAMEN NALOGE 
 
Osrednji namen naše magistrske naloge je bil kvantitativno ovrednotiti vsebnost biogenih 
aminov v čičerikini moki treh različnih proizvajalcev med spontano fermentacijo in ob 
dodatku komercialne starterske kulture. Poleg tega smo določili tudi vrednost pH, obseg 
proteolize in antioksidativno aktivnost kislih test tekom fermentacije. Iz mok smo 
nameravali izolirati in identificirati mikroorganizme s potencialom za tvorbo biogenih 
aminov in GABA ter ob tem izolirane mikroorganizme uporabiti kot starterske kulture pri 
fermentaciji kislega testa. V zadnjem delu naloge pa je bil naš namen uporabiti kislo testo 
pri peki kruha ter ob tem ovrednotiti vsebnost biogenih aminov in GABA v samem testu, 
sredici in skorji kruha. V okviru naloge smo nameravali tudi preveriti vpliv kalčkov grškega 
sena na znižanje vsebnosti biogenih aminov v kislem testu in kruhu. 
 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
 
 Predvidevali smo, da bomo v spontano fermentiranih kislih testih iz čičerikine moke 
določili večje vsebnosti biogenih aminov in GABA kot ob dodatku komercialne 
starterske kulture. 
 
 Predvidevali smo, da bo izvor moke (proizvajalec) in čas fermentacije vplival na potek 
fermentacije in tvorbo biogenih aminov v kislih testih iz čičerikine moke. 
 
 Predvidevali smo, da bomo z uporabo kalčkov grškega sena znižali vsebnost biogenih 
aminov v testu in kasneje v kruhu. 
 
 Predvidevali smo, da bomo kulture, izolirane iz spontano fermentiranih kislih test, 
lahko uporabili kot starterske kulture z velikim potencialom za tvorbo biogenih aminov 
in GABA. 
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 ČIČERIKA 
 
Čičerika (Cicer arietinum) spada med stročnice in je ena ključnih prehranskih rastlin v 
številnih delih sveta, predvsem v Indiji, Zahodni Aziji in Severni Afriki. Predstavlja tretji 
najbolj pomemben tip stročnic takoj za fižolom in grahom. Čičerika ima zelo dobro 
prehransko sestavo z visoko vsebnostjo proteinov, prehranskih vlaknin, škroba, vitaminov, 
mineralov in številnih bioaktivnih komponent. Uživanje čičerike je povezano s številnimi 
pozitivnimi vplivi na zdravje, kot so zmanjšanje kroničnih bolezni, hipertenzije, pojava raka, 
kardiovaskularnih bolezni, debelosti in uravnavanje diabetesa (Kumar Gupta in sod., 2016). 
Vendar vsebuje tudi številne antinutritivne dejavnike, ki vplivajo na zmanjšano prehransko 
vrednost čičerike. Zaradi tega je potrebno čičeriko pred uporabo obdelati z različnimi 
metodami (Wood in Grusak, 2007). 
 
Globalna proizvodnja čičerike je v zadnjih letih doživela precejšno povečanje (slika 1). Še 
leta 2015 je bila svetovna proizvodnja čičerike 11,2 milijona ton, potem pa je v časovnem 
intervalu treh let v letu 2018 narasla že na 17,2 milijonov ton letno. Azija ima 77 % delež 
proizvodnje čičerike, sledi Amerika z 8,1 %, Oceanija z 5,8 %, Evropa z 4,9 % in Afrika z 
najmanjšim delež, okoli 4,3 %. Na ravni držav je Indija daleč največja proizvajalec, saj je v 
letu 2018 pridelala 11,4 milijonov ton čičerike, kar predstavlja 66,2 % celotne svetovne 
zaloge (FAOSTAT, 2020). Povečano proizvodnjo bi lahko pripisali vse večji ozaveščenosti 
ljudi glede prehranske vrednoti in pozitivnega učinka čičerike na zdravje. FAO (ang. Food 
and Agriculture Organisation of the United Nations) je leto 2016 razglasila kot leto stročnic, 
z glavnim ciljem povečati zavedanje ljudi o pomembnosti vloge stročnic pri zagotavljanju 
trajnostne proizvodnje hrane in vpliva na zdravo prehrano ter njihov doprinos k varnosti 
hrane in prehrane pri ogroženih skupinah prebivalstva (Calles in sod., 2019). 
 
 
Slika 1: Svetovna proizvodnja čičerike od leta 2000 do 2018 (FAOSTAT, 2020) 
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Na svetu obstaja zelo velika diverziteta čičerike glede oblike, velikosti in barve. Najbolj 
pogosti sorti kultivirane čičerike sta sorti desi in kabuli (slika 2). Sorta desi ima roza cvet, 
steblo je obarvano z antociani, ima manjša zrna oglate oblike in barven ter debel plašč zrna. 
Sorta kabuli ima bel cvet, steblo ni tako obarvano z antociani in ima zrna bele oz. bež barve 
v obliki »ovnove« glave ter tanek plašč in gladko površino zrna. Poleg teh dveh tipov se v 
Indiji pojavlja še vmesen tip z grahasto obliko zrna. Teža zrna se giblje od 0,1 g do 0,3 g za 
sorto desi in od 0,2 g do 0,6 g za sorto kabuli. Sorta desi obsega približno 80-85 % celotne 
svetovne proizvodnje čičerike in raste predvsem v Aziji in Afriki. Sorto kabuli gojijo v 
Zahodni Aziji, Severni Afriki, Severni Ameriki in Evropi (Jukanti in sod., 2012). Sorta desi 
obsega veliko večji delež svetovne proizvodnje čičerike, vendar je sorta kabuli ekonomsko 
veliko bolj pomembna, saj dosega višje cene na trgu (Wood in Grusak, 2007). 
 
 
Slika 2: Najpogostejši sorti čičerike: (A) sorta kabuli in (B) sorta desi (Tar’an, 2013) 
 
2.1.1 Prehranska vrednost čičerike 
 
Čičerika je zelo dober vir ogljikovih hidratov in proteinov, ki skupaj obsegajo 80 % suhe 
snovi zrna. Zaradi visoke vsebnosti proteinov, je predvsem v številnih državah Azije čičerika 
pomembna komponenta diete posameznikov, ki si ne morejo privoščiti živalskih proteinov, 
ali pa se prehranjujejo vegetarijansko. Poleg tega je čičerika dober vir prehranske vlaknine, 
mineralov (molibden, mangan, baker, fosfor, železo in cink) in vitaminov (riboflavin, niacin, 
tiamin, folat, vitamin A in vitamin E). Čičeriko je najboljše zaužiti skupaj z žitaricami 
(pšenica, riž in koruza), saj ta kombinacija ponuja optimalno razmerje limitirajočih 
esencialnih aminokislin (Jukanti in sod., 2012). 
 
2.1.1.1 Ogljikovi hidrati 
 
Ogljikovi hidrati so glavna prehranska komponenta v čičeriki z 51-65 % deležem v sorti 
desi, in 54-71 % v sorti kabuli. Čičerika vsebuje tako monosaharide, disaharide, 
oligosaharide in polisaharide (Wood in Grusak, 2007). 
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Najbolj zastopani monosaharidi v čičeriki so glukoza (0,7 %), fruktoza (0,25 %), riboza (0,1 
%) in galaktoza (0,05 %), medtem sta najbolj zastopana disaharida sahazora (1-2 %) in 
maltoza (0,6 %) (Sánchez-Mata in sod., 1998). Čičerika ima med vsemi poljščinami največjo 
vsebnost oligosaharidov, med kateri so najbolj zastopani rafinoza, stahioza, ciceritol in 
verbaskoza (2,2 %, 6,5 %, 3,1 % in 0,4 %) (Wood in Grusak, 2007). 
 
Škrob je glavni vir ogljikovih hidratov v čičeriki in glavni prehranski energijski vir. Delež 
škroba variira med 41 do 50 % glede na celotno količino ogljikovih hidratov, pri tem ima 
sorta kabuli v primerjavi s sorto desi več topnih sladkorjev (saharoza, glukoza in fruktoza) 
(Singh in sod., 1982). Manjši delež (35 % celotne količine škroba) predstavlja rezistentni 
škrob in preostalih 65 % predstavlja razpoložljiv škrob (Aguilera in sod., 2009). Škrob 
sestavljata amiloza in amilopektin. Linearni polimer glukoze (amiloza) zavzema 20-41 % 
delež v sorti desi in 23-47 % v sorti kabuli. Preostali delež predstavlja razvejan polimer 
amilopektin. Žita vsebujejo manj amiloze (20-25 %) in več amilopektina (75-80 %). Škrob 
stročnic se razlikuje tudi po strukturi in kristalizaciji. Tip škroba (A, B ali C) in razmerje 
amiloze in amilopektina vplivajo na lastnosti moke in testa med obdelavo (Wood in Grusak, 
2007). In vitro določena prebavljivosti škroba čičerike variva med 37 in 60 %. Vendar na 
splošno velja, da je in vitro prebavljivost škroba pri stročnicah slabša kot pri žitih, predvsem 
na račun višjega deleža amiloze (Madhusudhan in Tharanathan, 1996; Khalil in sod., 2007). 
 
Čičeriko uvrščamo med stročnice z največjim deležem prehranskih vlaknin, ki predstavljajo 
18-22 g na 100 g suhe snovi. Topne prehranske vlaknine predstavljajo 4-8 g/100 g in netopne 
prehranske vlaknine 10-18 g/100 g surovih čičerikinih zrn (Tosh in Yada, 2010). Sorta desi 
ima večji delež skupnih prehranskih vlaknin in tudi netopnih v primerjavi s sorto kabuli, kar 
bi bilo lahko posledica debelejšega plašča (Rincón in sod., 1998). Wood in sod. (2011) so 
ugotovili, da je tanjši plašč zrna v sorti kabuli predvsem na račun tanjše palisade in paranhim 
plasti z manjšo vsebnostjo polisaharidov. Pri sami količini topnih prehranskih vlaknin pa 
med obema sortama čičerike ni bilo opaziti večje razlike, saj imata podoben delež 
hemiceluloze, ki predstavlja velik del celotnih prehranskih vlaknin v obeh sortah (Dalgetty 




Večina stročnic ima veliko vsebnost proteinov, kar jim omogoča tudi velika sposobnost 
fiksacije atmosferskega dušika preko simbioze z nekaterimi mikrobi. Čičerika ima med 
vsemi stročnicami največjo biodostopnost proteinov. Proteini čičerike so v večini sestavljeni 
iz globulinov (41,7 %) in albuminov (16,1 %) ter so dobro topni in prebavljivi (89 %). 
Vsebnost proteinov v čičeriki lahko zelo variira in se giblje od 16,7 % do 30,6 % pri sorti 
desi in 12,6 % do 29 % pri sorti kabuli. To je 2-3-krat višja vrednot kot pri žitih. Čičerika se 
je zaradi velike vsebnosti dobro dostopnih proteinov uporabljala tudi za zdravljenje 
proteinske podhranjenosti in kwashiorkorja pri otrocih (Wood in Grusak, 2007; Boye in sod., 
2010). 
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Aminokislinska sestava čičerike je zelo dobra z izjemo relativno majhne vsebnosti žveplo 
vsebujočih aminokislin (metionin in cistein). Zaradi velikega deleža lizina, je v prehranskem 
smislu idealno kombinirati čičeriko z žitaricami, ki so bogate z žveplom vsebujočimi 
aminokislinami, ampak limitirajoče z lizinom (Wood in Grusak, 2007). Najbolj zastopana 
aminokislina v čičeriki je glutaminska kislina, kar čičeriki omogoča velik potencial za tvorbo 
bioaktivne GABA (Boye in sod., 2010). 
 
2.1.1.3 Lipidi in maščobne kisline 
 
Vsebnost lipidov v čičeriki je močno odvisna od genotipa. Delež skupnih lipidov pri sorti 
desi se giblje v območju od 2,9 % do 7,4 % in pri sorti kabuli od 3,4 % do 8,8 %. Prevladujejo 
polinenasičene (63 %), manj je mononenasičenih (19-26 %) in nasičenih (12-14 %) 
maščobnih kislin (Wood in Grusak, 2007). 
 
Najbolj zastopana maščobna kislina v čičeriki je linolna kislina, sorta desi jo vsebuje 46-62 
% in sorta kabuli od 16 % do 56 %. Oleinska kislina je druga najbolj zastopana z 18-23 % 
deležem pri sorti desi in 19-32 % pri sorti kabuli. V manjših deležih pa se pojavljajo tudi 
palmitinska (~10,8 %) in linolenska (~2,4 %) maščobna kislina (Wood in Grusak 2007; Ryan 
in sod., 2007). 
 
Čičerika se ne šteje med oljnice, saj ima relativno nizko vsebnost maščobe (3,8-10 %), 
vendar čičerikina maščoba (olje) vsebuje iz zdravstvenega in prehranskega vidika 
pomembne tokoferole, sterole in tokotrienole (Gül in sod., 2008; Zia-Ul-Haq in sod., 2007). 
Sitosterol je prevladujoč sterol v čičerikini maščobi, sledi mu kampesterol. Relativno velika 
vsebnost α-tokoferola in β-tokoferola, ki sta antioksidanta, pripomore k oksidativni 
stabilnosti čičerikinega olja in k daljšemu roku trajanja (Jukanti in sod., 2012). 
 
2.1.2 Antinutritivni dejavniki stročnic 
 
Antinutritivni dejavniki (AND) so primarno povezani s komponentami oz. snovmi 
naravnega ali sintetičnega izvora, ki motijo absorpcijo hranil in vplivajo na zmanjšanje 
prevzema, prebave in izkoristljivosti hranil ter imajo lahko negativen vpliv na zdravje. 
Vendar je potrebno vedeti, da lahko enake komponente, ob zmerni zaužiti količini, pozitivno 
vplivajo na izboljšanje človeškega zdravja (Fekadu Gemede, 2014). V tem pregledu objav 
se bomo osredotočili predvsem na negativne aspekte AND. 
 
AND se razdeli na proteinske in neproteinske. Med neproteinske spadajo alkaloidi, tanini, 
fitinska kislina, saponini in fenoli. Med proteinske AND spadajo inhibitorji tripsina, 
kimotripsina in lektini. Druga delitev AND je na temperaturno nestabilne (inhibitorji proteaz 
in lektini), ki se jih lahko denaturira s toplotno obdelavo in toplotno stabilne (fitinska kislina, 
rafinoza, tanini in saponini) (Wood in Grusak, 2007). 
 
Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke. 7 
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020  
 
2.1.2.1 Proteazni inhibitorji 
 
Proteazni inhibitorji v čičeriki se razdelijo na Kunitz inhibitorje, ki inhibirajo encimsko 
aktivnost tripsina, ampak ne kimotripsina in Bowman-Birk inhibitorje, ki inhibirajo 
encimsko aktivnost tripsina in kimotripsina. Inhibitorji se ne razgradijo v človeškem 
želodcu, saj so rezistentni na prebavni encim pepsin in nizko vrednost pH v želodcu. S 
tehnološkega vidika pa vplivajo na encimske modifikacije med obdelavo živil, ki se odražajo 
v slabši sposobnosti vezave vode, tvorjenju gela in sposobnosti oblikovanja pene (Jukanti in 
sod., 2012). 
 
2.1.2.2 Fitinska kislina 
 
Fitinska kislina lahko veže številne esencialne minerale, ki so v obliki divalentnih kationov 
(Fe, Zn, Ca in Mg) in tvorijo netopne komplekse, ki so nato slabše dostopni za absorpcijo v 




Tanini so trpke in grenke rastlinske polifenolne molekule, ki so toplotno stabilne. Njihova 
prisotnost v hrani inhibira aktivnost tripsina, kimotripsina, amilaz in lipaz, poleg tega se 
lahko vežejo na proteine in tako zmanjšujejo učinkovitost prebave. Vplivajo tudi na slabšo 




Saponini so nahajajo v številnih stročnicah in delajo stročnice manj zaželene za ljudi in 
živali, saj dajejo grenak okus. Saponini s trpkim okusom so toksični in v preveliki količini 
lahko vplivajo na poslabšano absorpcijo hranil preko inhibicije encimov ali pa se vežejo s 
hranili, kot je cink. Vplivajo na poslabšano prebavo proteinov, prevzem vitaminov in 




Alfa-galaktozidi so nereducirajoči oligosaharidi z nizko molekularno maso, ki se v višjih 
vsebnostih pojavljajo predvsem v stročnicah (Chibbar in sod., 2015). Velika vsebnost α-
galaktozidov je eden glavnih razlogov za omejevanje prevelikega prehranskega vnosa 
stročnic, saj ljudje nimamo zadosti encima α-galaktozidaze, ki je odgovoren za razgradnjo 
teh oligosaharidov. Posledično v zgornjem gastrointestinalnem traktu človeka ne prihaja do 
zadostne hidrolize α–galaktozidov, ki se zato začnejo akumulirati v debelem črevesju 
človeškega prebavnega sistema, kjer jih nato fermentirajo bakterije. Rezultat te fermentacije 
je proizvodnja vodika, metana in CO2, ki so glavne komponente napihovanja (Jukanti in sod., 
2012). 
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2.1.3 Zmanjševanje antinutritivnih dejavnikov v stročnicah 
 
Za izboljševanje kakovosti hrane je pomembno, da se zmanjša ali odstrani nezaželene 
komponente hrane. Pri zmanjševanju AND se uporabljajo tradicionalne procesne tehnike, 
med katere spadajo tehnike brez toplotne obdelave (imbibicija, kaljenje, luščenje in 
fermentacija) in s toplotno obdelavo (kuhanje, sterilizacija, pečenje). Nekateri AND so 
temperaturno labilni (inhibitorji proteaz in lektini) in jih lahko na ta način inaktiviramo. Na 
drugi strani so tanini, saponini in fitinska kislina toplotno stabilni, zato njihovo vsebnost 
lahko zmanjšamo z namakanjem, kaljenjem, luščenjem in fermentacijo (Wood in Grusak, 
2007). 
 
Luščenje je proces odstranitve zunanjega plašča zrna, ki vsebuje večino taninov in fenolnih 
komponent. Z luščenjem se zmanjša vsebnost taninov, vendar se izgubi lahko tudi do 80 % 
skupne količine fenolov. Poleg tega se z luščenjem skrajša čas kuhanja in izboljša kakovost 
ter prebavljivost proteinov v moki iz stročnic (Patterson in sod., 2017). 
 
Namakanje je pogosta tehnika pred samim kuhanjem celotnih zrn, predvsem z namenom 
krajšega časa kuhanja. Z namakanjem se uspešno zmanjša vsebnost oligosaharidov, 
inhibitorjev proteaz in taninov. Količina izločenega materiala je odvisno od namakalnega 
medija (voda, sol, soda bikarbona) in časa namakanja (Wood in Grusak, 2007). 
 
Učinek kaljenja in kuhanja na prehransko sestavo in AND čičerike je raziskoval El-Adawy 
(2002). Ugotovil je, da je kaljenje bolj učinkovito kot kuhanje pri zmanjševanju vsebnosti 
fitinske kisline, stahioze in rafinoze v čičeriki. Učinkovitost inhibitorjev tripsina, aktivnost 
hemaglutininov, taninov in saponinov se je zmanjšala s kuhanjem (vrenje, pasterizacija in 
kuhanje pod pritiskom). Mittal in sod. (2012) so med procesom kaljenja, kuhanja in kuhanja 
pod tlakom uspeli znižati količino taninov za 93 %.  
 
Povečana zahteva za ohranitev prehranske in senzorične kakovosti živil je privedla do 
uvedbe novih tehnologij, kot je ekstruzija (ekstruzija z visoko temperaturo/kratek čas). 
Glavna prednost tople ekstruzije, v primerjavi z drugimi toplotnimi procesi, je izboljšanje 
prehranske vrednosti. Zmanjša tudi toplotno nestabilne AND kot so lektini in inhibitorji 
tripsina (Wood in Grusak, 2007). 
 
Za eno boljših metod se je izkazala fermentacija. Granito in sod. (2002) so s spontano 
fermentacijo ledvičastega fižola dokazali občutno zmanjšanje vsebnosti α-galaktozidov, 
fitinske kisline, taninov in aktivnosti inhibitorjev tripsina. Do zelo podobnih zaključkov sta 
prišla tudi Starzyńska-Janiszewska in Stodolak (2011), ki sta izvedla mlečnokislinsko 
fermentacijo navadnega grahorja (Lathyrus sativus) z bakterijo Lactobacillus plantarum, kar 
je rezultiralo v zmanjšani vsebnosti fitinske kisline in aktivnosti inhibitorjev tripsina. Glavne 
mehanizme za uspešno inaktivacijo AND pri fermentaciji predstavljajo proteoliza, encimska 
inhibicija na račun zakisanja, kislinska aktivacija endogenih encimov (fitaze) in 
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mikrobiološka encimska aktivnost (α-galaktozidaze, β-glukozidaze, fitaze, tanaze) (Curiel 
in sod., 2015). Priprava kislih test iz mok stročnic s fermentacijo predstavlja velik potencial 
(Gobbetti in sod., 2014). 
 
2.2 KISLO TESTO 
 
Kislo testa je mešanica moke in vode, ki jo fermentirajo MKB in kvasovke. Z 
mikrobiološkega vidika je to zelo specifičen ekosistem, za katerega je značilna nizka 
vrednost pH, nizka vsebnost ogljikovih hidratov, pomanjkanje kisika in visoka koncentracija 
MKB (>108 CFU/g) v primerjavi s kvasovkami (<107 CFU/g). Tradicionalna fermentacija 
kislega testa poteka spontano, vendar jo je v zadnjih letih, v času industrijske masovne 
proizvodnje, začela nadomeščati vodena fermentacija z uporabo starterskih kultur, ki 
ponujajo veliko bolj stabilen potek fermentacije in številne tehnološke in senzorične 
prednosti (De Vuyst in sod., 2014). 
 
2.2.1. Spontana fermentacija 
 
Tradicionalna proizvodnja kislega testa temelji na spontani fermentaciji, ki jo vrši avtohtona 
mikrobiota moke. Tak način fermentacije se optimizira preko ponavljajočih se ponovnih 
inokulacij (ang: backslopping) moke z majhnim deležem uspešno zaključene predhodne 
spontano fermentirane mešanice vode in moke. Pri spontani fermentaciji prihaja do 
tekmovanja za prevlado med avtohtonimi mikrobnimi kulturami in mikrobnimi kulturami, 
ki kontaminirajo medij. Prevladajo tiste mikrobne kulture, ki se najbolj prilagodijo razmeram 
fermentacije (Leroy in De Vuyst, 2004).  
 
Stabilna mikrobiota kislega testa je sestavljena iz kvasovk in MKB, ki sobivajo v 
kompleksnih mešanicah pri fermentaciji pijač in hrane kot so npr. vino, kefir, različni tipi 
sira in kislo testo (Sieuwerts in sod., 2018). Primer tega je sobivanje Lb. sanfranciscensis in 
Lb. planatarum, ki ju stimulira prisotnost kvasovk K. exigua in S. cerevisiae. Njihovo 
sobivanje je posledica izkoriščanja različnih virov dušika in izločanja stimulatornih spojin s 
strani kvasovk (Minervini in sod., 2014). Kvasovke so zmožne proizvajati in izločati vse 
aminokisline, poleg tega v prvi fazi fermentacije porabijo preostali kisik in proizvajajo CO2, 
ki favorizira rast MKB. Kvasovke na ta način vzpostavijo ugodne razmere za rast MKB, 
katerih glavna vloga v tej interakciji je razgradnja maltoze na glukozo in proizvodnja mlečne 
kisline, ki ju lahko kvasovke uporabijo za rast (Sieuwerts in sod., 2018).  
 
Stabilnost mikrobiote kislega testa je odvisna od tipa in kakovosti uporabljene moke 
(encimska, mikrobiološka, prehranska in teksturna kakovost), saj je surov substrat oz. 
osnovna surovina pomemben vir hranil (aminokislin, maščobnih kislin, mineralov, 
vitaminov in drugih rastnih dejavnikov), endogenih encimov in poseduje avtohtono 
združenje MKB in kvasovk. Na fermentacijo vplivajo tudi tehnološki parametri, med katere 
spadajo temperatura in čas fermentacije, temperatura in čas vzhajanja, temperatura 
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shranjevanja, vrednost pH, redoks potencial, vodna aktivnost, izkoristek testa, čas 
osveževanja in število korakov osvežitve kislega testa, mešanje in aeracija (De Vuyst in sod., 
2014). Čedalje več raziskav pa nakazuje, da je raznovrstnost mikrobiote kislega testa odvisna 
predvsem od »hišne« mikrobiote pekarn (Reese in sod., 2020). 
 
Glede na metabolizem ločimo homofermentativne in heterofermentativne MKB. 
Homofermentativne MKB pretvorijo sladkorje do mlečne kisline, heterofermentativne 
bakterije poleg mlečne kisline tvorijo še etanol, ogljikov dioksid in ocetno kislino (Salvucci 
in sod., 2016). 
 
V kislem testu so od MKB najpogosteje izolirali obligativne heterofermentativne vrste 
laktobacilov, med katerimi so bili najpogosteje zastopani Lb. fermentum, Lb. reuteri, Lb. 
sanfranciscensis. Med najbolj robustne vrste MKB v kislem testu spada Lb. plantarum, saj 
lahko fermentira vse glavne ogljikove hidrate v moki, tudi tiste v nizkih vsebnostih, kot so 
pentoze, poleg tega lahko uporablja alternativne vire energije (nukleotidni sladkorji, 
aminokisline), zelo hitro se prilagodi na stresno okolje, omogoči hitro zakisanje, sintetizira 
diacetil in vodikov peroksid ter bakteriocine kot npr. plantaricin. Poleg laktobacilov se v 
kislem testu pojavljajo še druge bakterijske vrste MKB, med katere spadajo Weissela 
cibaria, Weisella confusa, Pediococcus acidilactici, Pediococcus pentosaceus, Leuconostoc 
mesenteroides in Leuconostoc citreum, ter homofermentativne vrste laktokokov, 
enterokokov in streptokokov (De Vuyst in sod., 2014). 
 
V kislem testu so prisotne tudi kvasovke, kot npr. S. cerevisiae, Kazachstania exigua, 
Candida humilis, Pichia kudriavzevii, Torulaspora delbruecki in Wickerhamomyces 
anomalus. Od naštetih se najpogosteje pojavljajo kvasovke C. humilis, P. kudruavzevii in S. 
cerevisiae (De Vuyst in sod., 2014). 
 
2.2.2 Uporaba starterskih kultur oz. vodena fermentacija 
 
V zadnjih letih se je zelo razširila uporaba starterskih kultur, ki omogočajo skrajšan in voden 
proces fermentacije ter zmanjšujejo tveganje neuspešne fermentacije. Starterske kulture 
lahko definiramo kot kulture tehnološko koristnih mikroorganizmov, ki se jih lahko direktno 
doda v surovino in se jih uporablja z namenom proizvodnje živil s točno določenimi 
lastnostmi (Coda in sod., 2014). 
 
Starterske kulture se razdelijo na avtohtone in alohtone starterske kulture. Avtohtone 
starterske kulture so izolirane in uporabljene v enakem substratu, alohtone pa so izolirane iz 
določenega substrata, vendar so uporabljene za fermentacijo različnih substratov. Startersko 
kulturo se izbere na podlagi funkcionalnih lastnosti, med katerimi so glavne zakisanje, 
toleranca soli, rast pri različnih temperaturah, sposobnost proteolize, sinteza hlapnih 
komponent, prilagodljivost na okolje fermentacije in sestavo substrata ter robustnost, ki 
omogoča nadvlado nad avtohtonimi kulturami med samo fermentacijo (Coda in sod., 2014).  
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Potrošniki poleg senzoričnih lastnosti živil pričakujejo tudi izboljšano prehransko vrednost, 
zaradi tega so zelo pomembne lastnosti starterskih kultur tudi zmožnost tvorbe biogenih 
komponent (bioaktivni peptidi), povečanje antioksidativnega potenciala in zmanjševanje 
antinutritivnih dejavnikov. Najbolj ugodno je vzeti mešanico starterjev s sposobnostjo 
metabolizma različnih ogljikovih hidratov, saj to omogoča idealno okolje za hitro zakisanje 
in razvoj primernih senzoričnih in prehranskih lastnosti (Coda in sod., 2014). 
 
Komercialne starterske kulture so največkrat izbrane za fermentacijo različnih substratov in 
bi jih lahko zato uvrstili v kategorijo alohtonih starterskih kultur. Glavni problem njihove 
uporabe je prilagoditev na substrat, saj v določenih medijih ponudijo samo hitro zakisanje, 
po drugi strani pa imajo zaradi slabe metabolične fleksibilnosti majhen vpliv na funkcionalne 
in senzorične lastnosti. Posledično je v industrijsko proizvodnjo uspešno vpeljanih zelo malo 
komercialno dostopnih starterskih kultur. Zaradi tega se v zelo specifičnih substratih, kot so 
moke brez glutena, uporabljajo predvsem avtohtone starterske kulture, ki omogočijo 
poseganje po bolj specifičnih lastnostih, saj imajo te moke drugačne prehranske, tehnološke 
in senzorične lastnosti kot pšenična moka. Glavni omejujoči dejavniki takih mok so 
pomanjkanje glutena, prisotnost taninov, rutina, saponinov in drugih antinutritivnih 
dejavnikov (Coda in sod., 2014). 
 
V kislih testih vlogo starterske kulture največkrat opravljajo MKB, saj imajo dolgo in varno 
zgodovino aplikacije v proizvodnji fermentirane hrane in napitkov. Povzročijo hitro 
zakisanje substrata preko proizvodnje organske kisline, največkrat mlečne kisline. Poleg 
tega proizvajajo tudi ocetno kislino, etanol, aromatične snovi, bakteriocine, eksopolisaharide 
in številne encime. Na ta način povečajo mikrobiološko varnost in podaljšajo rok trajanja, 
izboljšajo teksturo in prispevajo k prijetnemu senzoričnemu profilu končnih izdelkov (Leroy 
in De Vuyst, 2004). Najpogosteje se uporablja seve Lb. fermentum, Lb. plantarum ali Lb. 
sanfranciscensis, ki se jih lahko kombinira s kvasovko S. cerevisiae (De Vuyst in sod., 
2014). 
 
2.2.3 Tehnološki vpliv fermentacije kislega testa na kakovost kruha 
 
Zakisanje testa z organskimi kislinami, predvsem mlečno kislino, in povečan čas 
fermentacije, omogočata povečano aktivnost endogenih rastlinskih encimov, kot so amilaze, 
proteinaze, fitaze in pentozanaze. Zakisanje testa je pomembno predvsem pri kruhu iz rži, 
pri tem je potrebno izpostaviti dva dejavnika. Ržena moka vsebuje manj glutena oz. 
proteinov, ki so odgovorni za tvorjenje teksture, zaradi tega glavno vlogo pri hidrataciji testa 
in zadrževanju plina v kislem testu opravljajo pentozani. Med fermentacijo kislega testa 
endogene pentozanaze žit delno hidrolizirajo pentozane ter povečajo njihovo topnost in 
sposobnost vezave vode. Poleg tega ima ržena moka veliko amilazno aktivnost, medtem ko 
ima škrob rži zelo nizko temperaturo želiranja v primerjavi s pšenico. To rezultira v manjšem 
temperaturnem območju, med katerim pride do sočasne amilazne aktivnosti in želiranja 
škroba. Med peko kruha je aktivnost amilaz v rženi moki zadostna za poslabšanje ali 
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porušenje strukture sredice, razen če je aktivnost amilaze inhibirana z nizko vrednostjo pH, 
kot je v kislem testu. Zmerno zakisanje s kislim testom vpliva tudi na zakasnitev nitkavosti, 
ki jo povzročajo termostabilne bakterije in zakasnitev pojava plesni. Zelo pomembno vlogo 
ima tudi ocetna kislina, ki vplivu na aromo in okus kruha ter tudi deluje protimikrobno 
(Gänzle, 2014a).  
 
Proteinaze v pšenični in rženi moki so optimalno aktivne pri vrednosti pH med 3,5-4,5. 
Zaradi visoke proteinazne aktivnosti kislega testa se med fermentacijo vsebnost prostih 
aminokislin poveča od 5-10-krat. Aminokisline so zelo pomembni prekurzorji za tvorbo 
arom, ki se tvorijo tekom metabolizma MKB in kvasovk ter pri Maillardovi reakciji med 
peko (Gänzle, 2014a). 
 
Med fermentacijo kislega testa pride do pretvorbe ornitina in glutamina v kemijske spojine, 
ki dajejo kruhu značilno aromo in okus. Ornitin nastane s pretvorbo arginina preko delovanja 
Lb. reuteri, Lb. pontis, Lb. rossiae in drugih vrst laktobacilov v kislem testu in se nato med 
peko kruha pretvori v 2-acetil-1-pirolin, ki je pomembna komponenta vonja skorje. Glutamin 
je najbolj zastopana aminokislina v pšeničnih in rženih proteinih, gliadini vsebujejo do 50 
% glutamina. Laktobacili kislega testa med fermentacijo pretvorijo glutamin v glutamat, ki 
da kruhu značilen umami okus (Gänzle, 2014a). 
 
Laktobacili v kislem testu proizvajajo tudi eksopolisaharide. Gradnike (monosaharide) za 
eksopolisaharide pridobijo laktobacili s hidrolitičnim delovanjem encimov fruktosukraz in 
glukansukraz. Laktobacili proizvajajo polimere kot so fruktani, inulin, levan, in glukane kot 
so dekstran in reuteran. Pogostost vrst laktobacilov s sposobnostjo sinteze eksopolisaharidov 
v kislem testu je zelo velika, kar pomeni, da vsako kislo testo vsebuje vsaj eno vrsto s to 
sposobnostjo. Sinteza eksopolisaharidov je odvisna od vrste laktobacilov, vsebnosti 
saharoze in procesnih pogojev. Raziskovalci so ugotovili, da je bila vsebnost 
eksopolisaharidov 20 g/kg v eksperimentalnem in industrijskem fermentiranem kislem testu 
zadostna za izboljšanje volumna in teksture kruha iz kislega testa ter je prispevala k 
počasnejšemu staranju kruha. Med fermentacijo kislega testa z Leuconostoc spp. je prišlo do 
povečane sinteze dekstrana, ki je podaljšal rok uporabe peciva »panettone«. Glavna vloga 
eksopolisaharidov je vezava vode v fazi testa in interakcija z drugimi komponentami testa, 
kot so proteini in škrob. Na ta način se zmanjša potreba po uporabi hidrokoloidov, poveča 
se mehkoba in svežost skorje ter specifičen volumen kruha. Poleg tehnološkega vpliva imajo 
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2.2.4 Vpliv kislega testa na zdravje 
 
Prevelik vnos natrija (10 g/dan) je povezan s povečano pojavnostjo kardiovaskularnih 
bolezni in hipertenzije, ki lahko vodijo v kap, raka želodca, ledvične bolezni in 
demineralizacijo kosti. Zaradi sinteze prostih aminokislin in derivatov aminokislin med 
samo fermentacijo, ima kislo testo bolj poln okus, ki seveda zavisi od izbrane vrste in seva 
MKB. Z dodatkom kislega testa rženega slada fermentiranega z Lactobacillus reuteri, ki ima 
veliko zmožnost tvorbe glutamata, je bilo možno zmanjšati vsebnost soli v kruhu iz 1,5 % 
na 1 %, brez vpliva na okus in ostale tehnološke parametre (Zhao in sod., 2015).  
 
S fermentacijo kislega testa pride do zmanjšane prebavljivosti škroba in posledično se 
zmanjša glikemični indeks kruha. Mlečna kislina naj bi zmanjšala prebavljivost škroba, 
ocetna in propionska kislina pa podaljšata praznjenje želodca (Gobbetti in sod., 2014).  
 
Proteini žitaric predstavljajo enega najbolj pogostih vzrokov alergij hrane. Z alergijami na 
proteine so povezane tudi stročnice, predvsem na področjih, kjer je njihovo uživanje zelo 
pogosto. Stročnice (z izjemo soje in volčjega boba) niso uvrščene na listo alergenov, 
predvsem na račun zelo redkega pojava anafilaksije, čeprav vsebujejo nekatere alergene 
proteine. Pri fermentaciji kislega testa prihaja do hidrolize proteinov z endogenimi 
proteazami iz žit ali eksogenimi proteazami in peptidazami, ki jih sintetizirajo laktobacili. 
Pri obsežni fermentaciji kislih test pride do popolne razgradnje proteinov, ki drugače 
izzovejo vezavo protiteles imunoglobulinov E (IgE), ki so odgovorni za alergijski odziv 
(Gobbetti in sod., 2014; Boye in sod., 2010). 
 
Pri fermentaciji kislega testa prihaja do zmanjševanja vsebnosti fitinske kisline, ki spada 
med antinutritivne dejavnike, saj tvori netopne komplekse z nekaterimi kationi, kar vpliva 
na zmanjšano absorpcijo mineralov. Nizka vrednost pH poveča aktivnost endogenih fitaz, ki 
so glavni mehanizem razgradnje fitinske kisline, saj MKB največkrat ne posedujejo te 
encimske aktivnosti. Zakisanje testa omogoča optimalno aktivnost žitnih endogenih fitaz 
(pH 5,0-5,5) in poveča se tudi topnost slabo topnih soli fitinske kisline (pH<5). Z 
zmanjšanjem vsebnosti fitinske kisline se poveča biodostopnost mineralov (Gänzle, 2014a). 
 
Med fermentacijo se tvorijo številne bioaktivne komponente, ki imajo pozitiven vpliv na 
človeško zdravje. Zelo pomembe bioaktivne komponente v kislem testu so bioaktivni 
peptidi. To so specifični fragmenti proteinov, ki nastanejo tekom fermentacije z encimsko 
aktivnostjo MKB ter endogenih encimov rastlin in imajo dokazano številne fiziološke 
učinke. Nekateri bioaktivni peptidi imajo velik antioksidativni potencial, zaradi česar imajo 
zelo veliko vlogo pri preprečitvi oksidativnega stresa, ki je povezan s številnimi, s starostjo 
povezanimi degenerativnimi boleznimi (rak in ateroskleroza) (Gobbetti in sod., 2019a). 
Rizzello in sod. (2012) so z mlečnokislinsko fermentacijo kislega testa iz pšenice, soje, 
ječmena, amaranta in rža uspešno povečali vsebnost peptida lunazina, ki je eden najbolj 
raziskanih peptidov zaradi svoje vloge pri kontroli in preprečitvi nastanka rakastih celic. Pri 
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fermentaciji ledvičastega fižola z Lb. plantarum so ugotovili, da pri fermentaciji kislega testa 
prihaja tudi do sinteze GABA in izločanja ACE inhibitorjev (zaviralci angiotenzin 
pretvarjajočega encima), kar nakazuje na potencialno antihipertenzijsko aktivnost kislega 
testa (Limón in sod., 2015). 
 
Kislo testo je zaradi visoke vsebnosti aminokislin in nizke vrednosti pH, v prisotnosti 
določenih vrst in sevov MKB, odličen medij za nastanek nezaželenih in lahko tudi toksičnih 
biogenih aminov (Barbieri in sod., 2019). 
 
2.2.5 GABA (γ-aminobutanojska kislina) 
 
GABA je neproteinogena aminokislina. V rastlinah in bakterijah ima pomembno vlogo pri 
metabolizmu v povezavi s Krebsovim ciklom, medtem ko pri sesalcih opravlja vlogo 
ključnega inhibitornega živčnega prenašalca v centralnem živčnem sistemu. GABA nastane 
z α-dekarboksilacijo L-glutamata, to reakcijo katalizira encim glutamat dekarboksilaza 
(GAD), ki je kodirana v genomu bakterij, rastlin in živali (Diana in sod., 2014a). GABA 
lahko nastane tudi z oksidacijo putrescina, ki jo katalizirata encima diamin oksidaza (DAO) 
in 4-aminobutiraldehid dehidrogenaza (Rashmi in sod., 2018). 
 
GABA je naravno prisotna v manjših količinah v številnih rastlinskih virih, kot so špinača, 
krompir, zelje, brokoli in paradižnik, poleg tega se nahaja tudi v jabolkih, grozdju in v žitih 
(Oh in sod., 2003). Zelo dober vir so tudi stročnice, predvsem pa se nahaja v fermentiranih 
mlečnih izdelkih, sojini omaki in nekaterih sirih (Diana in sod., 2014a). Čedalje več raziskav 
pa potrjuje tudi velik potencial kislega testa pri obogatitvi kruha z GABA (Coda in sod., 
2010). 
 
2.2.5.1 Fiziološka vloga GABA  
 
GABA v rastlinah regulira vrednost pH, skrbi za uravnavanje in shranjevanje dušika, 
opravlja vlogo signalne molekule in obrambnega mehanizma pred insekti. Do povečane 
tvorbe GABA v rastlinah največkrat pride pod vplivom abiotskih stresov, kot so npr. 
hipoksija, mehanske poškodbe, hladni šok, sol in CO2. V mikroorganizmih ima GABA zelo 
podobno vlogo kot pri rastlinah. Predvsem naj bi šlo za uravnavanje oz. prilagoditve na kislo 
okolje, saj naj bi GAD pri katalizi dekarboksilacije glutamata povišala vrednost pH okolja, 
podoben sistem naj bi uporabljale tudi patogene bakterije za preživetje v želodčni kislini (pH 
=3,5) (Rashmi in sod., 2018). 
 
V človeškem telesu je GABA, poleg vloge v delovanju živčnega sistema, povezana s 
številnimi fiziološkimi funkcijami, kot so ojačitev krvnih žil, reguliranje krvnega tlaka, 
inhibiranje delitve rakavih celic, modulacija izločanja inzulina, vpliv na preprečitev 
povišanja krvnega holesterola, lajšanje (blažitev) čustvene nestabilnosti, izboljšanje funkcij 
ledvic in jeter. Pomanjkanje GABA v možganih je povezano s številnimi duševnimi in 
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nevrološkimi boleznimi, kot so depresija, epilepsija, tesnoba in nespečnost. Poleg tega 
GABA vpliva na sintezo melatonina in regulacijo spanja ter reprodukcijske funkcije (Rashmi 
in sod., 2018). Količina GABA v vsakodnevni prehrani je pogostokrat majhna, zaradi tega 
je smiselno razvijati izdelke obogatene z GABA (Aoshima in Tenpaku, 1997). 
 
2.2.5.2 Mikrobiološka proizvodnja GABA 
 
Največji potencial za proizvodnjo GABA so pokazale MKB, saj je bilo v njihovih celicah 
zaznati visoko aktivnost encima GAD. Poleg MKB so sposobnost tvorbe v različnih 
substratih pokazali tudi Aspergillus nidulans, Aspergilus niger, Neurospora crassa, 
Monascus purpureus in Rhizopus microsporus (Siragusa in sod., 2007). Glavni parametri 
poleg aktivnosti encima GAD v mikroorganizmih, ki vplivajo na mikrobiološko proizvodnjo 
GABA, so vrednost pH, temperatura in čas fermentacije, količina prekurzorja (glutamat) in 
ostali dodatki v medij kot so viri ogljika ali dušika. Vsi našteti parametri se razlikujejo glede 
na uporabljeno kulturo in vrsto (Rashmi in sod., 2018). 
 
Literatura obsega veliko bazo fermentiranih izdelkov obogatenih z GABA. Med njimi so 
najpogostejši čaj, mlečni izdelki, meso, zelenjava in izdelki iz žit. V zadnjih nekaj letih pa 
tudi stročnice (Rashmi in sod., 2018). Dokazan je velik vpliv fermentacije in kaljenja na 
povečano vsebnost GABA. Liao in sod. (2013) so tretirali Adzuki fižol z namakanjem, 
kaljenjem, hladnim šokom in nato fermentirali. Na ta način so dosegli 150-kratno povečano 
vsebnost GABA v primerjavi z nefermentiranim fižolom. Zelo obetajoča je tudi uporaba 
kislega testa. Curiel in sod. (2015) so s fermentacijo 19 italijanskih avtohtonih stročnic z Lb. 
plantarum in Lb. brevis močno povečali količino GABA. Do zelo podobnih ugotovitev so 
prišli tudi Coda in sod. (2010), ki so fermentirali različne moke z Lb. plantarum C48 in 
Lactococcus lactis subsp. Lactis PU1. Ugotovili so, da imajo stročnice in psevdožita veliko 
večji potencial za tvorbo GABA kot žita in bi lahko z nadomeščanjem pšenice s stročnicami 
ali psevdožiti izdelali kruh z visoko vsebnostjo GABA, ki bi predstavljalo funkcionalno 
živilo.  
 
2.2.6 Biogeni amini 
 
Biogeni amini so dušikove organske baze, ki nastanejo v večini primerov z dekarboksilacijo 
aminokislin. V tej reakciji mikrobne dekarboksilaze katalizirajo odcep α-karboksilne 
skupine in pretvorbo aminokislin do aminov. Največ biogenih aminov se akumulira v 
fermentirani hrani, kot so siri, salame, fermentirana zelenjava, vino in ribe. Na vsebnost 
biogenih aminov v hrani vplivajo številni dejavniki, med katere spadajo ustreznost higiene 
osnovnih surovin, mikrobiološka sestava, razmere (temperatura, vrednost pH, NaCl) in 
trajanje fermentacije. Najpogostejši proizvajalci biogenih aminov so MKB, kvasovke, in 
gramnegativne bakterije. Med najbolj pomembne biogene amine v hrani sodijo histamin, 
tiramin, triptamin, beta-feniletilamin, in poliamini kot so putrescin, kadaverin, spermin in 
spermidin (Doeun in sod., 2017; Mohedano in sod., 2015). 
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Biogeni amini imajo pomembno vlogo pri stabilizaciji celičnih membran in nukleinskih 
kislin. Poleg tega so regulatorji rasti (spermin, spermidin in kadaverin), nevrotransmiterji 
(serotonin) in mediatorji vnetij (histamin in tiramin). V povezavi s hrano so biogeni amini 
pomembni predvsem zaradi njihove potencialne toksičnosti za človeško zdravje in njihove 
vloge indikatorja mikrobiološkega kvara živil. V primeru prevelikega vnosa biogenih 
aminov lahko pride do negativnih sprememb v delovanju živčevja, respiratornega in 
kardiovaskularnega sistema ter alergijskega odziva (Erdag in sod., 2019).  
 
2.2.6.1 Biosinteza biogenih aminov 
 
Biogeni amini nastanejo z dekarboksilacijo aminokislin, aminacijo in transaminacijo 
aldehidov in ketonov ter v nekaterih drugih metabolnih poteh (spermin in spermidin). Za 
mikrobno sintezo biogenih aminov je ključna aktivnost vsaj dveh različnih vrst proteinov, 
dekarboksilaz, ki katalizirajo dekarboksilacijo, in transportnih proteinov, odgovornih za 
izmenjavo aminokislin in aminov (Linares in sod., 2011). Sinteza in akumulacija biogenih 
aminov v hrani zahteva prisotnost kultur s sposobnostjo dekarboksilacije, okolje z ustreznimi 
razmerami za njihovo rast in prisotnost aminokislinskih substratov (Alvarez in Moreno-
Arribas, 2014).  
 
Glede na strukturo se biogene amine razvrsti na aromatske amine (dopamin, feniletilamin in 
tiramin), heterociklične aromatske amine (histamin, triptamin in serotonin) in alifatske 
amine (putrescin, kadaverin, spermin, spermidin in agmatin). Na osnovi števila amino skupin 
se jih razdeli na monoamine, diamine in poliamine (Costa in sod., 2018). 
 
Histamin, tiramin, triptamin, serotonin, feniletilamin in kadaverin nastanejo z 
dekarboksilacijo histidina, tirozina, triptofana, 5-hidroksi triptofana, fenilalanina in lizina. 
Putrescin se lahko formira preko dveh različnih poti. Ena od poti je nastanek putrescina iz 
ornitina v reakciji, ki jo katalizira encim ornitin dekarboksilaza, druga pot pa je sinteza 
putrescina preko deaminacije agmatina. Spermin in spermidin sta poliamina, ki nastaneta iz 
putrescina v reakcijah, ki jih katalizirajo spermidin in spermin oksidaze (Moinard in sod., 
2005; Costa in sod., 2018). 
 
V prokariontskih celicah fiziološka vloga sinteze biogenih aminov še ni popolnoma 
razumljiva, vendar vse nakazuje na dekarboksilacijo kot enega od obrambnih prilagoditvenih 
mehanizmov na okolje z nizko vrednostjo pH. Dekarboksilacija aminokislin omogoča 
delovanje oz. preživetje v kislem okolju, saj je pKa vrednost α-karboksilne skupine 
aminokislin precej nižja od pKa vrednosti ogljikove kisline. Skratka, po dekarboksilaciji 
(nastanek ogljikove kisline), se tvori šibkejša kislina. Sinteza biogenih aminov bi lahko 
prokariontskim celicam tudi omogočila pridobitev energije, saj se v okviru transporta 
aminokislina/amin ustvarja protonski gradient, ki predstavlja osnovo za sintezo ATP. Ta 
funkcija bi bila zelo pomembna za mikroorganizme, ki nimajo dihalne verige v okviru katere 
aerobi generiramo protonski gradient (Linares in sod., 2011). 
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2.2.6.2 Učinek biogenih aminov na zdravje 
 
Nizke vsebnosti biogenih aminov v hrani pri zdravih posameznikih normalno nimajo 
nobenega negativnega učinka, saj se nekateri prehransko pomembni biogeni amini v 
prebavilih oksidirajo z amin oksidazami. Med te encime spadajo monoamin oksidaze 
(MAO), diamin oksidaze in histamin N-metil ali alkil transferaze. Biogeni amini so lahko 
toksični v primeru, da je v hrani preveč biogenih aminov, ali pa posledica zmanjšane 
sposobnosti detoksifikacije, ki je lahko posledica genetike ali drugih dejavnikov. Negativen 
učinek biogenih aminov lahko potencirata etanol in acetaldehid, ki povečata prehodnost 
črevesne stene. Zelo veliko vlogo pri inhibiciji DAO imajo tudi inhibitorji monoamin 
oksidaz (MAOI) (nekateri antidepresivi) in kajenje (Doeun in sod., 2017; Ladero in sod., 
2010). 
 
Prekomerno uživanje nekateri biogenih aminov je povezano z zastrupitvami s hrano, med 
temi je najbolj znana histaminska zastrupitev, saj prekomerno uživanje vodi do tako 
imenovane skombroidne (poimenovano po ribah iz družine kostnic-Scombroidae) 
zastrupitve. S povečanim prehranskim vnosom tiramina v kombinaciji z antidepresivi 
(MAOI) je povezana t. i. »sirna reakcija«. Poleg tega lahko kadaverin, putrescin, spermin in 
spermidin reagirajo z nitritom, pri čemer nastanejo kancerogeni nitrozamini. Največji 
problem pri ovrednotenju toksičnosti biogenih aminov je v njihovem sinergističnem učinku. 
Raziskave kažejo, da je histamin v staranem siru, v katerem je prisotnih še več drugih 
biogenih aminov, veliko bolj toksičen kot vodna raztopina histamina enake koncentracije. 
To nakazuje na velik vpliv kadaverina in ostalih aminov na potenciranje toksičnosti 
histamina, saj so ti amini tako kot histamin substrati za DAO, posledično se oksidira manj 
histamina (Linares in sod., 2011; Alvarez in Moreno-Arribas, 2014).   
 
V zadnjem času vse večje število raziskav potrjuje ugotovitve, da je prehranski vnos 
nekaterih biogenih aminov zaželen. To velja predvsem za spermidin, predvsem pri 
starostnikih, ko se endogena biosinteza zmanjša. Pomembna funkcija spermidina je 
povezana z avtofagijo, to je proces, v okviru katerega se razgrajujejo poškodovani proteini 
in nekatere celične strukture (Handa in sod., 2018). Pozitive učinke na zdravje naj bi imel 
poleg spermidina tudi povečan prehranski vnos poliaminov spermina in agmatina (Kralj 
Cigić in sod., 2020). 
 
2.2.6.3 Pristopi za znižanje vsebnosti biogenih aminov v fermentiranih živilih 
 
Najboljši pristopi za zmanjšanje vsebnosti biogenih aminov v hrani so uporaba ustreznega 
pakiranja, dodajanje NaCl in aditivov, kot so citronska kislina, askorbinska kislina in 
pasterizacija. Pri salamah se je kot učinkovita izkazala tudi uporaba dima (prekajevanje) in 
uporaba ustreznih starterskih kultur. Poleg vseh teh parametrov so zelo pomembne tudi 
razmere skladiščenja surovin ali končnih izdelkov (Doeun in sod., 2017).  
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Veliko študij nakazuje, da je najboljša strategija za zmanjševanje biogenih aminov kontrola 
mikrobiološke sestave živil oz. surovine. Pri tem se je na začetku najpogosteje uporabljalo 
starterske kulture brez potenciala za tvorbo biogenih aminov, vendar te niso bile sposobne 
razgraditi biogenih aminov v primeru kontaminacije drugih bakterij. Pri uporabi starterskih 
kultur z aktivnostjo amin oksidaz so dosegli rezultate v modelnih sistemih, vendar v realnih 
živilih niso dosegli ustreznega učinka. Glavna problema pri učinkovitosti amin oksidaz v 
fermentirani hrani sta nizka vrednost pH in anaerobne razmere. Kot možnost se omenja tudi 
uporaba starterskih kultur, ki ne sintetizirajo biogenih aminov, a tvorijo bakteriocine in lahko 
na ta način zavrejo rast drugih bakterij s sposobnostjo tvorbe biogenih aminov (Mohedano 
in sod., 2015). 
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3 MATERIAL IN METODE 
 
Glavnina naloge je bila izvedena na Oddelku za živilstvo Biotehniške fakultete na Katedri 
za biokemijo in kemijo ter na Katedri za biotehnologijo, mikrobiologijo in varnost živil. 
Nekatere eksperimente pa smo izvedli tudi na Katedri za tehnologijo mesa in vrednotenje 
živil ter Katedri za tehnologijo rastlinskih živil in vino. Kromatografske analize biogenih 
aminov in GABA smo izvedli na Katedri za analizno kemijo Fakultete za kemijo in kemijsko 
tehnologijo. 
 
V okviru magistrskega dela smo izvedli spontane fermentacije različnih čičerikinih mok in 
fermentacijo z dodano komercialno startersko kulturo. V kislih testih smo po 24 in 48 urah 
fermentacije analizirali biogene amine in GABA, vsebnost prostih aminoskupin in 
antioksidativni potencial. Preverili smo tudi vpliv toplotne obdelave (peka kruha) in dodatka 
liofilizata kalčkov grškega sena na vsebnost biogenih aminov. Iz izbranih spontano 
fermentiranih mok smo izolirali mikrobne kulture, ki smo jih nato uporabili kot starterske 






Pri izdelavi kislega testa smo uporabljali čičerikino moko treh različnih proizvajalcev 
(preglednici 1 in 2). Vse tri moke so bile kupljene v trgovini in so bile ves čas uporabe 
shranjene v suhem in hladnem prostoru.  
Preglednica 1: Podatki o uporabljenih mokah 
Vrsta živila Označba v nalogi Proizvajalec Poreklo 
Čičerikina moka Moka 1 Biotop Slovenija 
Čičerikina moka Moka 2  Sottolestelle Italija 
Čičerikina moka Moka 3  Probios Italija 
 
Preglednica 2:  Hranilna sestava čičerikinih mok uporabljenih v magistrski nalogi, deklarirana s strani 
proizvajalca. Podatki so podani na 100 g moke 
Hranilna sestava Energija/masa na 100 g moke 
Proizvajalec moke Moka 1 Moka 2 Moka 3 
Energijska vrednost 1451 kJ/346 kcal 1505 kJ/357 kcal 1421 kJ/335 kcal 
Maščobe 















Prehranske vlaknine 15,5 g 9,90 g 13,8 g 
Beljakovine 18,6 g 22,87 g 21,8 g 
Sol 0,005 g 0,27 g 0,01 g 
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3.1.2 Kalčki grškega sena 
 
V okviru naloge smo uporabili liofilizirane kalčke grškega sena, ki so jih gojili, kot je 
opisano v Kralj Cigić in sod. (2020). Kalčki so bili po gojenju liofilizirani. 
 
3.1.3 Komercialna starterska kultura  
 
V kislo testo smo dodajali liofilizirane komercialne starterske kulture LivendoTM LV1, ki so 
mešanica MKB in kvasovk. Te starterske kulture so namenjene hitrejši in bolj nadzorovani 
pripravi kislega testa.  
 
3.1.4 Priprava gojišč 
 
3.1.4.1 Trdno in tekoče gojišče MRS 
 
Trdno gojišče MRS (gojišče po De Man, Rogosa in Sharpe) je bilo pripravljeno po navodilih 
proizvajalca (Merck, Nemčija). Odtehtali smo 52,5 g MRS in dolili destilirano vodo do 1000 
mL. V primeru priprave trdnega gojišča smo dodali tudi 20 g agarja za 1000 mL gojišča. 
Gojišče smo premešali na magnetnem mešalu.  
 
Sledila je 15-minutna sterilizacija gojišča v parnem sterilizatorju pri temperaturi 121 °C in 
tlaku 1,1 bar. Gojišče z dodanim agarjem smo nato ohladili na 50 °C in dodali založno 
raztopino antibiotika cikloheksamida, da smo v gojišču dosegli koncentracijo 100 mg/L. 
Založno raztopino smo pred tem sterilizirali s filtracijo skozi 0,2 μm filter. Homogeno 
gojišče smo razlili v petrijeve plošče in pustili, da so se gojišča popolnoma strdila.  
 
Tekoče gojišče MRS je bilo pripravljeno po enaki recepturi kot trdno gojišče z izjemo 
dodatka agarja in založne raztopine antibiotika cikloheksamida. Trdno gojišče MRS smo 
uporabili za razmnoževanje in izolacijo avtohtonih sevov MKB. Tekoče gojišče MRS pa 
smo uporabljali za kultivacijo izoliranih kultur MKB do pozne eksponentne faze.  
 
3.1.4.2 Trdno gojišče YEPD  
 
Trdno gojišče YEPD smo uporabljali za izolacijo kvasovk iz spontane fermentacije kislega 
testa iz moke 2. Gojišče YEPD smo pripravili po navodilih proizvajalca (Merck, Nemčija). 
Zatehtali smo ustrezno količino gojišča, mu dodali destilirano vodo in premešali na 
magnetnem mešalu. 
 
Sledilo je avtoklaviranje v parnem sterilizatorju (15 minut, 121 °C, tlak 1,1 bar) in nato 
ohlajanje do 50 °C. Homogeno gojišče smo razlili v petrijeve plošče in pustili, da so se 
gojišča popolnoma strdila.  
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 Agmatin sulfat (AGM) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Triptamin (TRP) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Feniletilamin (PEA) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Putrescin (PUT) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Kadaverin (CAD) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Histamin (HIS) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 1,7-diamino heptan (IS) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Tiramin (TYR) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Spermidin (SPD) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Spermin (SPM) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 γ-aminobutanojska kislina (GABA) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Danzil klorid (C12H12CINOS2) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Voda milli-Q (UL, BF z uporabo aparata Millipore, ZDA) 
 Destilirana voda 
 Etanol (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 HCl (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 ABTS (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 DPPH (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Folin-Ciocalteu reagent (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Troloks (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Natrijev karbonat (Na2CO3) (Merck, Nemčija) 
 0,5 M fosfatni pufer pH 8,2 
 0,5 M acetatni pufer pH 5,0 
 Ocetna kislina (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Aceton (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
 Natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3) 
 Metanol (Merck, Nemčija) 
 Natrijev hidroksid (NaOH) (Merck, Nemčija) 
 Natrijev dodecilsulfat (NaDS ) 
 TNBS (5 % raztopina pikrilsulfonske kisline) (Sigma-Aldrich, Nemčija) 
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3.2.1 Priprava kislega testa iz čičerikinih mok 
 
V 50 mL centrifugirke smo najprej natehtali 5 g moke in ob rahlem mešanju dodali 10 mL 
milli-Q vode. Mešanico vode in moke smo dobro premešali in zatesnili z vrelnimi vehami 
(slika 3), ki so omogočile anaerobno okolje in postavili v inkubator na 30 °C za 24 in 48 ur. 
Po končanem časovnem intervalu smo vzorce vzeli iz inkubatorja in jih s stekleno palčko 
suspendirali in v celotni masi shranili v zamrzovalniku na -20 °C do nadaljnjih analiz (največ 
7 dni). V nekaterih primerih (neodvisne ponovitve) smo vzorce uporabili za analizo tudi 
takoj po končani fermentaciji.  
 
V mešanico vode in moke smo dodali tudi liofilizirano komercialno startersko kulturo, ki je 
bila mešanica kvasovk in MKB (točka 2.2.2), saj nas je zanimala razlika med spontano in 
vodeno fermentacijo. Po enakem postopku, kot je opisan zgoraj, smo pripravili kislo testo in 
mešanici dodali 25 mg komercialne starterske kulture, kar je v skladu z navodili proizvajalca, 
da je razmerje med moko in startersko kulturo 1:200. Pri delu smo pazili, da ni prišlo do 
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3.2.2 Določanje biogenih aminov in GABA 
 
3.2.2.1 Standardi biogenih aminov in GABA 
 
Iz komercialno dostopnih standardov biogenih aminov smo pripravili standardne raztopine 
posameznih komercialno dostopnih biogenih aminov in GABA s koncentracijo 5 mg/mL v 
0,4 M HCl. Nato smo posamezne raztopine standardov biogenih aminov združili v eno samo 
mešanico, v kateri je bila koncentracija posameznega standarda biogenih aminov 450 
μg/mL. Pred vsako izvedbo HPLC (tekočinska kromatografija visoke ločljivosti) smo 
mešanico standardov redčili z 0,4 M HCl in pripravili umeritvene krivulje s koncentracijami 
posameznega standarda 1, 3, 9 in 45 μg/mL. 
 
Vse vzorce kislega testa smo ekstrahirali v raztopini 0,4 M HCl z dodanim internim 
standardom 1,7-diamino heptan (10 μg/mL), ki je predstavljal referenco za ustrezno izvedbo 
poteka od homogenizacije, do derivatizacije in kromatografske analize. 
 
3.2.2.2 Derivatizacijski reagent 
 
V magistrski nalogi smo kot derivatizacijski reagent za biogene amine uporabljali danzil 
klorid, ki smo ga vedno pripravili tik pred začetkom derivatizacije, saj je raztopina danzil 
klorida relativno slabo stabilna. Za potrebe analize biogenih aminov v kislem testu smo 




Najprej smo zatehtali ~1g suspendiranega vzorca kislega testa v 15 mL centrifugirko in 
dodali desetkratno količino 0,4 M HCl (10x večji volumen v mililitrih, kot je bila zatehta v 
gramih) z dodanim internim standardom. Suspenzijo smo pomešali na vrtinčniku (30 s) in 
pustili 10 minut na sobni temperaturi. Postopek smo trikrat ponovili. Po 30-minutni 
ekstrakciji smo odpipetirali zgornji, manj moten del, v 2 mL mikrocentrifugirko, 




Po centrifugiranju smo v 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali 250 μL ekstrakta, 50 μL 
NaOH in 75 μL nasičenega Na2CO3, vse skupaj dobro premešali na vrtinčniku, dodali 500 
μL derivatizacijskega reagenta danzil klorida v acetonu in reakcijsko mešanico inkubirali v 
termobloku 45 minut pri 40 °C. Po inkubaciji smo dodali 25 μL 25 % amonijaka in dobro 
premešali na vrtinčniku, s tem smo odstranili prebitek derivatizacijskega reagenta. Po 30 
minutah na sobni temperaturi smo dodali 350 μL acetona in 5 minut centrifugirali na 5000 
g. V zadnjem koraku smo supernatant filtrirali skozi membranski filter iz najlona z velikostjo 
por 0,45 μm in prenesli v HPLC viale (Ben-Gigirey in sod., 1998). 
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3.2.2.5 Analiza HPLC 
 
Biogene amine smo določili z analizo HPLC z uporabo zaporedno vezanih UV in 
fluorescenčnega detektorja po predhodni separaciji na Kinetex XB-C18 (5 µm, 100 Å, 150 
x 4.6 mm) kromatografski koloni (Kralj Cigić in sod., 2020). UV detektor je bili vezan prvi 
in nastavljen na valovno dolžino 254 nm, fluorescenčni mu je bil vezan zaporedno. Pri 
valovni dolžini 350 nm smo vzbujali derivatizirane analite in spremljali emisijo pri valovni 
dolžini 520 nm. Pri večini biogenih aminov smo pri integriranju kromatografskih vrhov 
uporabili fluorescenčne signale, saj smo s fluorescenčno detekcijo zagotovili boljšo 
selektivnost (manj spojin fluorescira) danziliranih derivatov. Edini izjemi sta bila histamin 
in GABA, ki smo ju ovrednotili z uporabo UV detektorja, saj je bil izkoristek fluorescence 
za danzilirane derivate prenizek. Integrale za posamezne kromatografske vrhove smo 
določili s programsko opremo Aglient ChemStation. Za vsak biogeni amin smo iz analize 
standardnih raztopin določili razmerje med fluorescenco in absorbanco. To razmerje je 
predvidoma enako tudi za realne vzorce, kar nam je služilo kot dodatna potrditev, da 
posamezen kromatografski vrh ustreza dotičnemu biogenemu aminu. 
 
3.2.3 Pretvorba biogenih aminov v testu in pečenem kruhu  
 
3.2.3.1 Mletje in homogenizacija liofiliziranih kalčkov grškega sena 
 
Pred samo uporabo smo kalčke grškega sena homogenizirali s pomočjo krogličnega 
homogenizerja MM400 (Proizvajalec Retsch). Do polovice smo napolnili homogenizacijski 
tulec in dodali 3 kroglice premera 15 mm. Homogenizacija je potekala 30 sekund s frekvenco 
30 s-1 (slika 4). 
 
 
Slika 4:  Mletje in homogenizacija kalčkov grškega sena: (A) polnjenje homogenizacijskih tulcev, (B) 
homogenizacija s krogličnim homogenizerjem MM400, (C) zmleti in homogenizirani kalčki grškega 
sena 
 
3.2.3.2 Pretvorba biogenih aminov v testu in pečenem kruhu 
 
Pri tem eksperimentu smo pripravili dve vrsti testa. Pri obeh smo dodali raztopino 
komercialno dostopnih biogenih aminov, v enega pa tudi suspenzijo liofiliziranih kalčkov 
grškega sena. 
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Iz testa, kateremu smo dodali biogene amine, smo spekli kruh in tako pridobili podatke o 
vplivu povišane temperature na stabilnost biogenih aminov v realni matrici (kruhu). V 
primeru, ko smo testu dodali suspenzijo liofiliziranih kalčkov, pa smo pridobili predvsem 
podatke o pretvorbi biogenih aminov v testu, zaradi amin oksidaz iz kalčkov grškega sena. 
 
Priprava raztopine komercialno dostopnih biogenih aminov: 
Najprej smo v čašo zatehtali 70 mg putrescina, 70 mg kadaverina in 70 mg tiramina, jih 
raztopili v 500 mL milli-Q vode in 5 minut mešali na magnetnem mešalu. Za eksperiment 
smo izbrali tiste biogene amine, ki jih diamin oksidaze iz kalčkov grškega sena najbolj 
učinkovito oksidirajo v modelnih raztopinah (Kralj Cigić in sod., 2020). Na ta način smo 
pripravili 500 mL raztopine biogenih aminov s koncentracijo 140 mg/mL. 
 
Vzorčenje testa: 
V obeh testih je vzorčenje potekalo po enakem postopku. Iz testa smo vzorčili približno 1 
gram mase in dodali 10-krat toliko mililitrov 0,4 M HCl z dodanim internim standardom. 
 
Priprava testa z dodanimi biogenimi amini, brez dodanih kalčkov: 
Zatehtali smo 300 g bele pšenične moke tipa 400, 5,9 g soli, 2,3 g suhega kvasa in vse skupaj 
stresli v posodo za pripravo testa. Prilili smo še 200 mL raztopine komercialno dostopnih 
biogenih aminov in 3 minute mešali s pomočjo kuhinjskega robota MUM56340 (znamka 
Bosch), da smo dobili homogeno maso. Nato smo v maso dodali še 50 mL milli-Q vode, 
mešali še 15 minut in potem vzorčili (odvzeli 1 g testa in takoj dodali raztopino 0,4 M HCl). 
Po končanem mešanju smo pustili testo vzhajati še približno 45 minut, ponovno vzorčenje 
smo izvedli tik pred peko.  
 
Oblikovali smo hlebček in ga postavili v pečico ogreto na 220 °C. Po 10 minutah smo znižali 
temperaturo na 180 °C in pekli še 30 minut. Pekli smo po klasičnem načinu, z gretjem zgoraj 
in spodaj, brez ventilatorja. Po koncu peke smo počakali, da se kruh ohladi in vzorčili 3 
vzorce skorje in 3 vzorce sredice in sicer po protokolu, kjer smo posebej zatehtali ~2 g skorje 
in sredice, ter dodali 0,4 M HCL z internim standardom v razmerju 1:10 (za vsak gram testa 
10 mL, 0,4 M HCl) in vse skupaj homogenizirali z Ultraturax-om, ter po protokolu za 
biogene amine pripravili vzorce za HPCL analizo (točka 3.2.2). 
 
Testo z dodanimi biogenimi amini in suspenzijo kalčkov: 
Pred pripravo testa smo homogenizirane in predhodno liofilizirane kalčke grškega sena (3 
g) najprej suspendirati v 50 mL milli-Q vode in 5 minut mešali na magnetnem mešalu, saj 
smo na ta način zmanjšali količino biogenih aminov v kalčkih (diamin oksidaze so 
katalizirale oksidacijo putrescina, kadaverina in tiramina, ki so prisotni v kalčkih). Pred 
dodatkom smo suspenzijo kalčkov tudi vzorčili, odpipetirali smo 0,5 mL suspenzije kalčkov 
in jim dodali 5 mL 0,4 M HCl z internim standardom, da smo določili rezidualno vsebnost 
biogenih aminov v kalčkih, ki smo jih dodali v testo. 
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Za pripravo testa smo zatehtali 300 g bele pšenične moke tipa 400, 5,9 g soli, 2,3 g suhega 
kvasa in vse skupaj stresli v posodo za pripravo testa. K tej suhi masi smo prilili 200 mL 
raztopine komercialno dostopnih biogenih aminov in 3 minute mešali s pomočjo kuhinjskega 
robota, da smo dobili homogeno maso. Nato smo v maso dodali še 50 mL suspenzije kalčkov 
in ob neprekinjenem mešanju vzorčili po 3 minutah, 8 minutah in 15 minutah. Nato smo 
testo pustili počivati še nadaljnjih 45 minut. Tekom počivanja smo vzorčili po 30 in 60 
minutah (čas se navezuje na čas, ki je pretekel od začetka mešanja, takoj po dodatku 
suspenzije kalčkov). Pri časih 15, 30 in 60 minut smo vzorčili trikrat (dva vzorca iz 
zunanjega oboda testa in en vzorec v notranjosti), saj smo na ta način preverjali vpliv 
dostopnosti kisika, ki je potreben za oksidacijo poliaminov. Vse vzorce smo nato tretirali po 
protokolu za pripravo vzorca za analizo HPLC (točka 3.2.2). 
 
3.2.3.3 Vpliv peke na vsebnost biogenih aminov v kruhu pripravljenem iz kislega testa  
 
Pri tem eksperimentu smo postopali enako kot pri eksperimentu opisanem v poglavju pod 
točko 3.2.3.2, le da smo namesto komercialno dostopnih biogenih aminov uporabili kislo 
testo, v katerem so se med fermentacijo tvorili biogeni amini.  
 
Priprava testa in peka: 
Prvi korak je predstavljal pripravo kislega testa, za katerega smo v čašo zatehtali 120 g moke 
(moka 2), dodali 240 mL milli-Q vode in pustili fermentirati 24 ur pri 30 °C. Od tako 
pripravljenega kislega testa smo zatehtali 150 g, mu dodali 250 g bele pšenične moke tipa 
400, 5,9 g soli, 2,3 g suhega kvasa in vsemu skupaj dolili 100 mL milli-Q vode, v kateri smo 
predhodno raztopili 1,8 g NaHCO3, ki nam je služil kot sredstvo za dvig vrednosti pH testa 
na 5,9 (to je pH po dodatku vseh sestavin). Celotno maso smo nato mešali 3 minute in v tem 
času smo dodali še 50 mL milli-Q vode in nadaljevali z mešanjem nadaljnjih 15 minut. Po 
mešanju smo pustili testo vzhajati 45 minut in ga dali peči v pečico za 45 minut na 200 °C, 
pri tem smo uporabili klasičen program pečenja, zgornje in spodnje gretje, brez uporabe 
ventilatorja. Pred samo peko smo iz testa vzorčili na treh različnih mestih po ~1 g testa in 
mu dodali 10-kratno količino 0,4 M HCl z dodanim internim standardom. Po peki smo v 
treh paralelkah posebej zatehtali po ~ 2 g skorje in sredice, dodali 0,4 M HCL z internim 
standardom v razmerju 1:10 in vse skupaj homogenizirali z Ultraturax-om in po protokolu 
za biogene amine pripravili vzorce za HPCL analizo (točka 3.2.2). 
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Slika 5: Proces priprave in peke kruha: (A) zames testa, (B) testo v modelčku pred samo peko, (C) prerez kruha 
po peki 
 
3.2.4 Določanje vsebnosti vode 
 
Vsebnost vode v vzorcih smo določali s sušenjem ~ 5g vzorca pri 105 °C, 6 ur. Iz razlike v 
masi pred in po sušenju smo izračunali vsebnost vode v vzorcu. 
 
3.2.5 Pretvorba biogenih aminov v kislem testu z dodatkom liofiliziranih kalčkov 
grškega sena 
 
Priprava kislega testa: 
Prvi korak je bil priprava kislega testa po standardnem postopku (točka 3.2.1), kjer smo 
zmešali 5 g izbrane moke in 10 mL milli-Q vode. Mešanico vode in moke smo fermentirati 
48 ur v inkubatorju pri 30 °C.  
 
Kontrola: 
Po izvedeni fermentaciji smo zatehtali 4 g kislega testa v manjšo čašo, mu dodali 16 mL 
milli-Q vode in počasi začeli mešali na magnetnem mešalu. Vzorčili smo po 0,75 mL vzorca 
na začetku, po 30 in 90 minutah mešanja. Posamezne vzorce (0,75 mL) smo v ustreznih 
časovnih intervalih odpipetirali v 2 mL mikrocentrifugirko, v katero smo že prej odpipetirali 
po 0,9 mL 0,67 M HCl. S kontrolnimi vzorci smo analizirali časovno odvisnost vsebnosti 
biogenih aminov brez dodatka liofiliziranih kalčkov. 
 
Dodatek kalčkov grškega sena (pH 4,7): 
Zatehtali smo 4 g kislega testa (vrednost pH kislega testa je bila 4,7) v manjšo čašo, mu 
dodali 16 mL milli-Q vode in počasi začeli mešati na magnetnem mešalu. Takoj na začetku 
mešanja smo vzorčili 0,75 mL vzorca in ga prenesli v 0,9 mL 0,67 M HCl. Po vzorčenju 
smo v preostalo mešajočo se suspenzijo stresli 0,56 g liofiliziranih kalčkov grškega sena, ki 
smo jih predhodno strli v terilnici. Vzorčili smo po enakem postopku kot pri kontrolnih 
vzorcih in sicer po 3, 15, 45 in 90 minutah mešanja. 
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Dodatek kalčkov grškega sena in NaHCO3 (pH 6,5): 
Ta eksperiment smo izvedli po enakem protokolu kot pri »Dodatek kalčkov grškega sena 
(pH 4,7)«, edina sprememba je bila predhoden dodatek 4 M NaHCO3, s katerim smo povečali 
vrednost pH suspenzije kislega testa in vode na 6,5. 
 
Mikrocentrifugirke iz vseh treh posameznih eksperimentov, ki so vsebovale 0,75 mL vzorca 
in 0,9 mL 0,67 M HCl, smo takoj po vzorčenju premešali na vrtinčniku in centrifugirali 5 
minut pri 10000 g. Bistro raztopino po centrifugiranju smo shranili in določili vsebnost 
biogenih aminov kot je opisano pod točko 3.2.2.5. 
 




Po 24-urni fermentaciji kislega testa je sledila priprava matične raztopine, kjer smo v 15 mL 
centrifugirke aseptično zatehtali ~1g kislega testa in mu dodali ~9 mL sterilne fiziološke 
raztopine. S cepilno zanko smo aseptično prenesli matično raztopino kislega testa na trdno 
gojišče YEPD in trdno gojišče MRS z dodatkom cikloheksamida. Nacepljene plošče gojišča 
MRS smo položili v anaerobni lonec in jih inkubirali za 48 ur pri 30 °C. Nacepljene plošče 
gojišča YEPD smo po enakem principu inkubirali pri 30 °C, vendar jih nismo inkubirali v 
anaerobnem loncu. 
 
Zrasle kulture smo nato postopoma precepljali do posameznih kolonij (čistih kultur) na 
trdnem gojišču MRS in YEPD ter jih inkubirali pri enakih pogojih kot v prvem koraku. 
Sledila je delna identifikacija kultur s pregledom celic pod mikroskopom in v primeru MKB 
tudi izvedba katalaznega testa in barvanja po Gramu. 
 
3.2.6.2 Katalazni test 
 
Pri katalaznem testu smo na objektno stekelce s kapalko kapnili 3 % H2O2. Nato smo s 
plastično ezo zajeli delec kolonije in ga prenesli na objektno stekelce, kjer smo kulturo 
razmazali v kapljici 3 % H2O2. V primeru, da se začnejo tvoriti mehurčki je test na katalazo 
pozitiven, kar pomeni, da mikroorganizmi vsebuje encim katalaza, ki razgradi H2O2 do O2 
in H2O. 
 
3.2.6.3 Barvanje po Gramu 
 
Barvanje po Gramu je pogosta tehnika za razlikovanje med dvema velikima skupinama 
bakterij na podlagi razlike v zgradbi celične stene. Grampozitivne bakterije se obarvajo 
modro-vijolično zaradi debelega sloja peptidoglikana v celični steni, ki zadrži barvilo kristal 
violet. Na drugi strani se gramnegativne bakterije barvajo rožnato, saj imajo bolj tanko plast 
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peptidoglikana, kar omogoči odstranitev kristal violet tekom procesa razbarvanja (Moyes in 
sod., 2009). 
 
Test smo izvedli tako, da smo kapnili kapljico destilirane vode na objektno stekelce, potem 
s cepilno zanko prenesli del kulture in ga razmazali v kapljici destilirane vode. Vse skupaj 
smo približno 10 minut fiksirali (učvrstili) ob gorilniku in šele nato začeli z barvanjem.  
 
Barvanje smo začeli s kristal vijoličnim barvilom, nato smo ob rahlem curku vode sprali 
presežek barvila. Naslednja stopnja je bila potopitev fiksirane kulture v lugovo raztopino, ki 
s primarnim barvilom tvori slabo topne kristale. Preparat se nato razbarva z etanolom, ki 
raztopi lipidni dvosloj v gramnegativnih celicah in pospeši spiranje barvila iz teh celic. Sledi 
spiranje z šibkim curkom vode in barvanje s kontrastnim barvilom safraninom, ki obarva 
celice, ki so se pred tem razbarvale. Na koncu smo preparate še rahlo sprali z vodo in osušili 
s papirnato brisačko. Grampozitivne celice se obarvajo modro-vijolično, gramnegativne pa 
rožnato.  
 
Po konca barvanja smo preparate pogledali s svetlobnim mikroskopom pri 1000-kratni 
povečavi. 
 
3.2.6.4 Namnoževanje in shranjevanje izoliranih kultur 
 
Posamezne kolonije (čistih) kultur MKB (točka 3.2.6.1) smo s cepilno zanko sterilno 
prenesli v erlenmajerico, ki je vsebovala 20 mL tekočega gojišča MRS. Erlenmajerice smo 
postavili v stresalnik in v aerobnih pogojih kulturo stresali pri 150 obr./min in 30 °C do 
pozne eksponentne faze.  
 
Fazo rasti kultur smo določevali spektrofotometrično z merjenjem optične gostote pri 
valovni dolžini 650 nm (OD650). Predhodno smo umerili spektrofotometer z neinokuliranim 
tekočim gojiščem MRS. 
 
Po uspešni namnožitvi do pozne eksponentne faze (OD650=1,4), smo prenesli 100 μL kulture 
v 2 mL mikrocentrifugirke in dodali 100 μL 40 % sterilnega glicerola. Mikrocentrifugirke 
smo na vrtinčniku dobro premešali in jih zamrznili s tekočim dušikom ter jih do nadaljnje 
uporabe shranili v zamrzovalni skrinji pri -80 °C.  
 
3.2.7 Inokulacija mešanice moke in vode z izolirano avtohtono kulturo MKB  
 
V erlenmajerico z 20 mL tekočega gojišča MRS smo prenesli 20 μL izolirane kulture v 
glicerolu, ki je bila shranjena na -80 °C. Erlenmajerice smo postavili v stresalnik in v 
aerobnih razmerah stresali kulturo pri 150 obr./min in 30 °C. Uspešnost rasti smo preverili 
spektrofotometrično z merjenjem optične gostote.  
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Ko smo dosegli optično gostoto, ki je ustrezala pozni eksponentni fazi, smo iz erlenmajeric 
prenesli 1 mL gojišča v mikrocentrifugirke in centrifugirali 5 minut pri 4000 g. Sledila je 
odstranitev supernatanta in dodatek 1 mL sterilne fiziološke raztopine, vse skupaj smo 
premešali na vrtinčniku in ponovno centrifugirali 5 minut pri 4000 g. V zadnjem koraku smo 
odstranili supernatant, dodali 1 mL sterilne fiziološke raztopine, vse skupaj premešali na 
vrtinčniku in prenesli v kislo testo. Pri sami izvedbi fermentacije smo se odločili za dodatek 
0,5 mL, kar je pomenilo 3,33 % celotnega volumna (5 g moke + 10 g vode) kislega testa.  
 
3.2.7.1 Določanje živosti/kultivabilnosti celic z metodo štetja kolonij na ploščah (CFU) 
 
Po izvedbi fermentacije (24 ur, 30 °C) z izoliranimi kulturami smo naredili matično 
raztopino, kjer smo aseptično zatehtali ~1 g kislega testa, mu dodali ~9 mL fiziološke 
raztopine in pripravili redčitvene vrste po Kochu. Po izvedenih redčitvah (10-1 do 10-8), smo 
na trdno gojišče MRS nacepili po 10 μL posamezne redčitve. Nacepljene plošče smo 
inkubirali v anaerobnem loncu v inkubatorju pri 30 °C 48 ur. 
 
3.2.8 Določanje antioksidativnega potenciala   
 
Priprava vzorca: 
Za ekstrakcijo polarnih antioksidantov iz mok smo zatehtali 100 mg ustreznega vzorca moke 
v plastične mikrocentrifugirke in dodali 1 mL 80 % acetona. V primeru kislega testa smo 
zatehtali 200 mg le-tega in dodali 0,9 mL 88,9 % acetona, saj smo na ta način zagotovili 
enak delež vode v ekstrakcijski raztopini kot v primeru moke. Ekstrakcija je potekala 20 
minut v termobloku pri temperaturi 40 °C. Vsebino smo občasno premešali na vrtinčniku. 
Po ekstrakciji smo vzorce 10 minut centrifugirali pri 4000 g. Pridobljen supernatant smo 
uporabili v nadaljnjih analizah določitve antioksidativnega potenciala (metode DPPH, 
ABTS in Folin Ciocalteu (FC)). Vse postopke smo izvedli v dveh paralelkah (neodvisne 
zatehte). 
 
3.2.8.1 Določanje antioksidativnega potenciala s Folin-Ciocalteu metodo 
 
Polifenoli v rastlinskem matriksu reagirajo z reagentom FC, pri čemer se tvorijo modro 
obarvani produkti. Reagent FC je raztopina polimernega ionskega kompleksa iz 
fosfomolibdatov in fosfovolframatov. Pri reakciji med fenolnimi spojinami in FC reagentom 
pride do oksidacije antioksidantov v vzorcu, pri čemer se fosfomolibdati in fosfovolframati 
reducirajo in njihovo vsebnost lahko določimo z merjenjem absorbance pri 765 nm (Malta 
in Liu, 2014). 
 
Delovno raztopino reagenta FC smo pripravili z redčenjem izhodnega reagenta FC z milli-
Q vodo v razmerju 1:2. Tako pripravljeno raztopino je potrebno porabiti v čim krajšem času. 
Poleg tega je bilo potrebno pripraviti tudi 20 % raztopino Na2CO3, kjer smo 6 g Na2CO3 
dodali 24 mL milli-Q vode in raztopino dobro premešali. 
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Izvedba testa FC je potekala tako, da smo v 1,5 mL mikrocentrifugirko odpipetirali 50 μL 
ustrezno redčenega vzorca, dodali 0,7 mL milli-Q vode in 125 μL delovne raztopine reagenta 
FC. Pri priprave slepe probe smo vzorec nadomestili z milli-Q vodo. Vse smo dobro 
premešali in po 5 minutah dodali 125 μL Na2CO3, ponovno premešali in 55 minut inkubirali 
pri 25 °C. Pred samim merjenjem absorbance vzorcev je bilo potrebno spektrofotometer 
umeriti na nič z milli-Q vodo. Sledilo je takojšnje merjenje absorbance vzorcev pri 765 nm 
v polistirenskih kivetah. Vsebnost antioksidantov v vzorcu smo izrazili kot Troloks 
ekvivalente ob upoštevanju umeritvene krivulje in ustreznih razredčitvah vzorca. 
 
3.2.8.2 Določanje antioksidativnega potenciala z DPPH 
 
Molekula DPPH˙ je relativno stabilen prosti radikal. Delokalizacija elektrona rezultira v 
absorbciji v vidnem delu spektra (vijolična barva raztopine DPPH). Ko dodamo raztopini 
DPPH snovi, ki lahko radikalu oddajo elektron (antioksidant), se tvori reducirana oblika 
molekule difenilpikrilhidrazin (DPPH2) in vijolična barva raztopine se pretvori v bledo 
svetlo rumeno barvo. Absorpcijski maksimum DPPH je pri valovnih dolžinah med 517 in 
520 nm (Kedare in Singh, 2011). 
 
Raztopino DPPH smo pripravili z zatehto 4 mg reagenta DPPH in dodatkom 10 mL 
metanola. Na tak način smo pripravil izhodno raztopino s koncentracijo 1 mM. Z redčenjem 
izhodne raztopine z metanolom in spektrofotometričnim določanjem absorbance smo 
pripravili delovno raztopino z absorbanco 2 (redčenje smo opravili računsko, saj ne moremo 
pravilno meriti tako visokih absorbanc).  
 
Analizo smo izvedli tako, da smo odpipetirali 50 μL ustrezno redčenega vzorca, mu dodali 
450 μL 500 mM acetatnega pufra (pH 5) in 500 μL predhodno pripravljenega reagenta DPPH 
v metanolu. Za slepi vzorec smo namesto reagenta DPPH dodali 500 μL metanola. 
Referenčno raztopino (brez vzorca) smo pripravili tako, da smo dodali 50 μL 80 % acetona, 
450 μL 500 mM acetatnega pufra (pH 5) in 500 μL predhodno pripravljenega reagenta DPPH 
v metanolu. Po 30 minutah inkubacije pri 25 °C smo vsebino prenesli v polistirenske kivete 
in izmerili absorbanco pri valovni dolžini 520 nm. Spektrofotometer smo predhodno umerili 
na nič z milli-Q vodo. Iz razlike med absorbanco referenčnega vzorca in absorbanco vzorca 
smo določili koncentracijo reduciranega DPPH. Iz umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili 
s Troloksom, smo ob upoštevanju razredčitev lahko izračunali vsebnost antioksidantov, 
določenih z metodo DPPH v kislem testu.  
 
3.2.8.3 Določanje antioksidativnega potenciala z ABTS  
 
Radikal ABTS˙ je modro-zelene barve in je topen v vodnih in organskih topilih. V odsotnosti 
fenolnih snovi je radikal ABTS precej stabilen, v prisotnosti donorja vodikovega atoma, ki 
ga prispevajo fenoli, hitro reagira, pri čemer se tvori brezbarven produkt. Zmanjšanje 
absorbance radikala je proporcionalno vsebnosti in aktivnosti antioksidanta v analiziranem 
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vzorcu. ABTS ima karakteristični absorpcijski spekter z maksimumi pri valovnih dolžinah 
414, 645, 734 in 815 nm (Vuolo in sod., 2018). 
 
Za pripravo raztopine ABTS smo zatehtali 25 mg reagenta ABTS, 70 mg MnO2 in dodali 10 
mL milli-Q vode. Vsebino čaše smo 1 uro mešali v odsotnosti svetlobe. Sledilo je kratko 
centrifugiranje raztopine in filtracija skozi 0,45 μm filter. Pridobljeno izhodno raztopino smo 
ustrezno razredčili z mili-Q vodo in spektrofotometrično določili absorbanco pri 734 nm in 
pripravili delovno raztopino z nominalno absorbanco 2. 
 
Analizo smo izvedli s 50 μL ustrezno redčenega vzorca, ki smo mu dodali 450 μL 500 mM 
acetatnega pufra (pH 5) in 500 μL predhodno pripravljenega reagenta ABTS v milli-Q vodi. 
Za slepi vzorec smo namesto reagenta ABTS dodali 500 μL milli-Q vode. Referenčno 
raztopino smo pripravili tako, da smo dodali 50 μL 80 % acetona, 450 μL 500 mM acetatnega 
pufra (pH 5) in 500 μL predhodno pripravljenega reagenta ABTS v milli-Q vodi. Po 30 
minutah inkubacije pri 25 °C smo vsebino prenesli v polistirenske kivete in izmerili 
absorbanco pri valovni dolžini 734 nm. Rezultate smo izračunali in izrazili na enak način 
kot pri metodi DPPH. 
 
3.2.9 Določanje prostih aminoskupin 
 
Priprava vzorca: 
Za določanje prostih amino skupin smo zatehtali 200 mg kislega testa, mu dodali 1 mL 1 % 
natrijevega dodecil sulfata (NaDS), ki poveča topnost proteinov in peptidov ter 5 minut 
segrevali v termobloku pri 100 °C, da so se denaturirali encimi. Po segrevanju je bilo 
potrebno najprej ohladiti mikrocentrigufirke in centrifugirati 5 minut na 10000 g. Po 
centrifugiranju smo shranili bistri del raztopine, ki smo ga nato uporabili v nadaljnji analizi. 
Pri moki je bil postopek enak, vendar smo zatehtali le 100 mg moke in dodali 1,05 mL 1% 
NaDS, saj moka ne vsebuje tolikšnega deleža vode kot kislo testo. 
 
Potek analize: 
Proste aminoskupine v razredčenem hidrolizatu smo določili tako, da smo 100 μL ustrezno 
razredčenega vzorca odpipetirali v novo mikrocentrifugirko, dodali 400 μL 0,5 M fosfata 
(pH 8,2) in 800 μL reagenta TNBS, ki smo ga razredčili z milli-Q vodo v razmerju 1:1000. 
Referenčno raztopino smo pripravili tako, da smo namesto 100 μL razredčenega vzorca 
odpipetirali 100 μL 1 % NaDS. Reakcijsko zmes smo premešali izmerili absorbanco pri 350, 
420 in 450 nm v ozkih polistirenskih kivetah. Iz umeritvene krivulje, ki smo jo pripravili z 
aminokislino levcin, smo ob upoštevanju razredčitev lahko izračunali vsebnost prostih 
aminoskupin v kislem testu. 
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 BIOGENI AMINI V MOKI, KISLEM TESTU IN KRUHU 
 
4.1.1 Biogeni amini v moki  
 
Preglednica 3: Vsebnost biogenih aminov v moki. Rezultati so podani na suho snov 
Moka 
Biogeni amini (mg/100 g suhe snovi) 
  TRP        PEA   PUT   CAD   HIS   TYR   SPD   SPM 
Moka 1 / / 0,80 1,25 / / 11,9 3,09 
Moka 2 / / 0,83 2,14 / / 10,6 3,17 
Moka 3 / / 0,79 1,62 / / 11,8 3,30 
Pšenična moka-tip 400 / / 0,73 1,71 / / 0,40 0,23 
Okrajšave:  TRP-triptamin, PEA-feniletilamin, PUT-putrescin, CAD-kadaverin, HIS-histamin, TYR-tiramin, 
SPD-spermidin, SPM-spermin , /- pod mejo detekcije 
 
V vseh treh čičerikinih mokah smo določili vsebnost putrescina, kadaverina, spermina in 
spermidina (Preglednica 3), katerih vsebnost se med mokami ni bistveno razlikovala. Poleg 
tega smo analizirali tudi pšenično moko tipa 400, ki smo jo uporabili za pripravo kruhov. V 
pšenični moki smo določili predvsem manjšo vsebnost spermidina in spermina. Pridobljeni 
podatki o vsebnosti biogenih aminov v čičeriki se skladajo s podatki iz prejšnjih raziskav 
(Rešek, 2019), medtem ko je Shalaby (2000) v čičeriki identificiral tudi feniletilamin, 
histamin, triptamin in tiramin, pri sperminu in spermidinu pa je določil manjše vsebnosti kot 
smo jih ugotovili v okviru naloge. 
 
4.1.2 Biogeni amini v kislem testu 
 
V primerjavi z moko je prišlo tekom fermentacije do povečanja vsebnosti vseh biogenih 
aminov, katerih nastanek je povezan z dekarboksilacijo. V nekaterih fermentiranih mokah 
smo določili tudi feniletilamin, tiramin in histamin, ki jih v mokah nismo določili. Ni pa 
prišlo do velikih sprememb v vsebnosti spermina in spermidina, saj nimata enakega 
mehanizma nastanka kot ostali biogeni amini (Bjelakovic in sod., 2017). 
 
Po 48 urah spontane fermentacije smo določili največjo skupno vsebnost (vsoto) biogenih 
aminov v kislem testu iz moke 3 (388 mg/100 g), sledi ji moka 2 (302 mg/100 g), najmanj 
biogenih aminov smo določili v kislem testu iz moke 1 (49 mg/100 g). Skupne vsebnosti 
biogenih aminov v kislih testih so predstavljene v prilogi H. Iz rezultatov lahko sklepamo, 
da ima mikrobiološka kultura v moki 3 največji potencial za tvorbo biogenih aminov, 
predvsem putrescina (277 mg/100 g). Kislo testo iz moke 2 je imelo od vseh mok najvišjo 
vsebnost kadaverina (97,5 mg/100 g) in tiramina (67,6 mg/100 g), katerih vsebnost je bila 
visoka tudi pri moki 3 (47,4 in 48 mg/100 g), vse vrednosti se navezujejo na 48-urno 
fermentacijo. Vsebnost histamina je bila relativno nizka pri vseh treh mokah, največ ga je 
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bilo v vzorcu moke 1 (4,4 mg/100 g). Določili smo tudi manjše vsebnosti triptamina in 
feniletilamina. Vsebnost spermina in spermidina se med samo fermentacijo ni veliko 
spreminjala, vsebnost spermidina se je gibala od 9 do 11 mg/100 g, pri sperminu pa od 2,8 
do 3,4 mg/100 g, po 48 urah fermentacije. Vsebnosti posameznih biogenih aminov po 24-
urni in 48-urni spontani fermentaciji so predstavljene v preglednici 4, kjer podatki ustrezajo 
povprečnim vrednostim petih neodvisnih eksperimentov (pet različnih fermentacij).  
 
Preglednica 4: Vsebnost biogenih aminov in GABA v kislem testu pri spontani fermentaciji (24 in 48 ur). 




Biogeni amini (mg/100 g suhe snovi) 
  TRP         PEA        PUT        CAD        HIS         TYR         SPD        SPM        GABA 
Moka 1  24 ur 0,7 0,3 1,9 1,3 / 1,0 10,9 3,04 80,4 
Moka 1  48 ur 3,6 0,5 10,8 1,7 4,4 15,2 10,2 2,8 125 
Moka 2  24 ur 9,3 1,5 52,5 86,5 1,9 43,7 9,22 3,41 282 
Moka 2  48 ur 14,6 3,9 104 97,5 2,6 67,6 8,90 3,37 354 
Moka 3  24 ur 7,9 0,4 238 23,1 0,4 31,0 9,5 3,2 94,4 
Moka 3  48 ur 0,4 1,8 277 47,4 0,6 48,0 9,8 3,2 85,6 
Okrajšave:  TRP-triptamin, PEA-feniletilamin, PUT-putrescin, CAD-kadaverin, HIS-histamin, TYR-tiramin, 
SPD-spermidin, SPM-spermin , /- pod mejo detekcije 
 
Po dodatku komercialne starterske kulture je, glede na spontano fermentacijo pri kislih testih 
iz moke 1 in moke 3 po 48-urni fermentaciji, prišlo do zmanjšanja absolutne količine 
biogenih aminov za 22,5 % in 84 %. Pri moki 1, kjer smo pri spontani fermentaciji določili 
najmanjše vsebnosti, je dodatek komercialne starterske kulture rezultiral v nekoliko 
povečani vsebnosti kadaverina (9 mg/100 g), vendar nismo določili nič histamina in 
triptamina, ki sta se tvorila pri spontani fermentaciji. Dodatek komercialne starterske kulture 
v moko 3 je rezultiral v manjši vsebnosti putrescina (28 mg/100 g), kadaverina (9,2 mg/100 
g) in tiramina (12,6 mg/100 g), medtem ko se histamin sploh ni tvoril. Vsebnosti posameznih 
biogenih aminov po 24-urni in 48-urni fermentaciji z dodatkom komercialne starterske 
kulture so predstavljene v preglednici 5, kjer podatki predstavljajo povprečne vrednosti treh 
neodvisnih eksperimentov (tri različne fermentacije). 
 
Pri moki 2 je dodatek komercialne starterske kulture glede na spontano fermentacijo celo 
rezultiral v 25 % povečanju absolutne količine biogenih aminov. Vendar je povečana 
vsebnost biogenih aminov v primeru dodatka komercialne starterske kulture predvsem 
posledica večje vsebnosti putrescina, medtem ko se je zmanjšala vsebnost prehransko bolj 
problematičnih biogenih aminov, histamina (0,65 mg/100 g), kadaverina (27,8 mg/100 g) in 
tiramina (50 mg/100 g), triptamina in feniletilamina pa sploh nismo določili. 
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Preglednica 5:  Vsebnost biogenih aminov in GABA v kislem testu pri vodeni fermentaciji ob dodatku 




Biogeni amini (mg/100 g suhe snovi) 
TRP      PEA         PUT       CAD          HIS          TYR        SPD        SPM       GABA 
Moka 1  24 ur / / 2,9 1,28 / 1,34 10,8 2,91 52 
Moka 1  48 ur / / 18,9 9,02 / / 10,8 2,56 109 
Moka 2  24 ur / / 41,2 13,6 1,0 28,8 7,9 2,9 69,1 
Moka 2  48 ur / / 245 27,8 0,7 50,3 7,8 3,0 188 
Moka 3  24 ur / / 4,7 1,5 / 0,4 9,1 3,0 58,6 
Moka 3  48 ur / / 28,4 9,2 / 12,6 8,9 3,2 147 
Okrajšave:  TRP-triptamin, PEA-feniletilamin, PUT-putrescin, CAD-kadaverin, HIS-histamin, TYR-tiramin, 
SPD-spermidin, SPM-spermin , /- pod mejo detekcije 
 
Literaturni podatki o akumulaciji biogenih aminov v kislih testih so relativno skopi. 
Bartkiene in sod. (2014) so v kislem testu iz lanu določili veliko manjše vsebnosti biogenih 
aminov v primerjavi z našimi testi iz čičerikine moke. Ugotovili so tudi, da je vsebnost 
biogenih aminov odvisna predvsem od izbrane starterske kulture. Podobno so ugotovili tudi 
za fermentacijo volčjega boba (Bartkiene in sod., 2011), kar se sklada z našimi ugotovitvami, 
da starterske kulture vplivajo na tvorbo biogenih aminov v podobnih substratih. Z rezultati 
eksperimenta smo potrdili drugo postavljeno hipotezo, kjer smo predvidevali vpliv 




Pri spontani fermentaciji vseh treh mok se je v povprečju po daljšem času fermentacije (48 
ur) tvorilo več putrescina, vendar razlike niso bile statistično značilne. V moki 3 je bila 
povprečna vsebnost putrescina 277 mg/100 g, vendar neznačilno večja v primerjavi s 24 
urami (238 mg/100 g). V dveh eksperimentih od štirih (pri eksperimentu s5 je prišlo do 
analitske napake, zato imamo podatke samo za štiri fermentacije) smo po 48 urah določili 
manj putrescina kot po 24 urah. Tudi v kislem testu iz moke 2 smo po 48 urah (104 mg/100 
g) določili več putrescina kot po 24 urah (52,5 mg/100 g), vendar so bile tudi pri tej moki 
velike razlike med posameznimi fermentacijami. Najmanjše povprečje vsebnosti putrescina 
smo določili po 24 urah (1,9 mg/100 g) fermentacije v moki 1, vendar tudi tu zaradi velikih 
razlik med posameznimi eksperimenti vsebnosti niso statistično značilno različne. Vsebnosti 
putrescina v posameznih fermentacijah so grafično predstavljene na sliki 6. 
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Slika 6: Primerjava vsebnosti putrescina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3, po 24 urah in 48 urah 
fermentacije v primeru dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5) ali spontane fermentacije 
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Nedvomno lahko ugotovimo, da so velike razlike v tvorbi putrescina tako med posameznimi 
eksperimenti z enako moko, kakor tudi med mokami. Izstopa moka 3, kjer smo pri vsakem 
od posameznih eksperimentov (tako po 24 urah kot po 48 urah) določili več putrescina kot 
pri kateremkoli posameznem eksperimentu za ostali dve moki pri spontanih fermentacijah. 
Nedvomno moka 3 vsebuje mikrobno združbo z velikim potencialom za sintezo putrescina. 
Velike razlike med posameznimi eksperimenti pri ostalih dveh mokah pa kažejo, da se 
najverjetneje v posameznih eksperimentih vzpostavijo mikrobne združbe z različnimi 
potenciali za tvorbo putrescina. 
 
Dodatek komercialne starterske kulture je vplival na akumulacijo putrescina, vendar pri 
vsaki moki različno. Najbolj izrazite spremembe smo ugotovili za moko 3, kjer smo v 
primeru dodatka komercialne starterske kulture določili veliko zmanjšanje vsebnosti 
putrescina. Po 24 urah smo določili 4,7 mg/100 g, kar je več kot 50-kratno zmanjšanje v 
primerjavi s spontano fermentacijo. Tudi po 48 urah smo določili 10-krat manjšo vsebnost 
kot v primeru spontane fermentacije. Dodatek kulture v moko 1 ni bistveno vplival na 
akumulacijo putrescina, saj smo tako po 24 urah kot po 48 urah določili podobne vrednosti 
kot pri spontani fermentaciji. Pri moki 2 smo za razliko od moke 3 po 48 urah določili celo 
statistično značilno večjo vsebnost putrescina kot pri spontani fermentaciji. Iz pridobljenih 
rezultatov je nedvomno razvidno, da ima na mikrobno združbo v kislem testu velik vpliv 
tako dodatek komercialne starterske kulture kot mikrobna združba, ki je že prisotna v moki. 
Dodatek komercialne starterske kulture tudi ne zagotavlja nujno manjše vsebnosti biogenih 
aminov v kislem testu, zaradi česar lahko le delno potrdimo prvo postavljeno hipotezo o 
večji vsebnosti biogenih aminov pri spontano fermentiranih kislih testih, v primerjavi z 
dodatkom komercialne starterske kulture. 
 
Grafi prikaza vsebnosti ostalih biogenih aminov, ki smo jih določili v posameznih 
eksperimentih, so prikazane v prilogah (A do G). Eksperimente s spontano fermentacijo smo 
izvedli v petih neodvisnih ponovitvah, z dodano komercialno kulturo pa v treh ponovitvah.  
 
4.1.3 GABA v kislem testu 
 
GABA se je akumulirala tako pri spontani fermentaciji kot v primeru dodane komercialne 
starterske kulture. V primeru spontane fermentacije se je pri mokah 2 in 1 pri daljšem času 
fermentacije (48 ur) akumuliralo več GABA kot po 24 urah, vendar razlike, zaradi velike 
standardne deviacije, niso statistično značilne. Za moko 2 smo po 24 urah fermentacije 
določili 282 mg/100 g GABA, po 48 urah pa 354 mg/100 g. Pri moki 1 je bilo po 24 urah 
fermentacije vsebnost GABA 80,4 mg/100 g, po 48 urah fermentacije pa 125 mg/100 g. Pri 
moki 3 večjih razlik med 24 urami (94,4 mg/100 g) in 48 urami (85,6 mg/100 g) nismo 
ugotovili. Vsebnosti GABA v posameznih fermentacijah so predstavljene grafično na sliki 
7 in v preglednicah 4 in 5. Dodatek komercialne starterske kulture je rezultiral v večji 
uniformnosti GABA v fermentiranih mokah in z izjemo 48 urne inkubacije moke 3, v manjši 
vsebnosti GABA kot pri spontanih fermentacijah. 
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Slika 7:  Primerjava vsebnost GABA v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3, po 24 urah in 48 urah 
fermentacije v primeru dodane komercialne starterske kulture (k3, k4 in k5) ali spontane 
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V primeru spontane fermentacije tako kot za putrescin tudi za GABA velja, da so različne 
vsebnosti posledica drugačne mikrobne združbe teh treh mok, saj so razlike v sposobnosti 
tvorbe GABA odvisne predvsem od aktivnosti encimov GAD v celicah MKB, ker je 
vsebnost glutaminske kisline v matriksu hrane dovolj velika oz. ni limitirajoči faktor (Diana 
in sod., 2014a; Coda in sod., 2010; Lamberts in sod., 2012). GABA pa se lahko sintetizira 
tudi po alternativni poti iz putrescina, če se le-ta oksidira v reakciji, ki jo katalizirajo DAO 
do GABA aldehida in nato z aldehid dehidrogenazo do GABA (Rashmi in sod., 2018). 
Takšen potek, kjer GABA nastane z oksidacijo putrescina, bi lahko predpostavili pri moki 
2, kjer dodatek komercialne starterske kulture rezultira v manjši količini GABA po 48 urah 
in večji vsebnosti putrescina v primerjavi s spontano fermentacijo. Na drugi strani pri moki 
3, v primeru dodane komercialne starterske kulture, določimo manj putrescina, kar bi bilo 
lahko povezano s pretvorbo v GABA, kjer se v primeru dodane komercialne starterske 
kulture vsebnost poveča. 
 
Nekateri drugi avtorji poročajo, da so z dodano startersko kulturo povečali vsebnost GABA. 
Curiel in sod. (2015) so z uporabo sevov Lb. plantarum C48 in Lb. brevis AM7 dosegli 
povečanje vsebnosti GABA v kislih testih različnih mok avtohtonih italijanskih stročnic. 
Tudi uporaba seva Lb. brevis CECT 8183 (Diana in sod., 2014b) je rezultirala v povečani 
vsebnosti GABA. 
 
Predvsem za spontano fermentacijo moke 2 velja, da je rezultirala v precej večji vsebnosti 
GABA v primerjavi z nekaterimi raziskavami. Coda in sod. (2010) so po 24-urni fermentaciji 
čičerikine moke pri 30 °C (enaki pogoji kot v magistrski nalogi) ugotovili, da se akumulira 
1091 mg/kg, kar pa še vedno predstavlja le 40 % vsebnosti, ki smo jo določili v naši nalogi. 
Ravno čičerikina moka se je v raziskavi Coda in sod. (2010) izkazala kot najboljši substrat 
(12 različnih mok). Coda in sod. (2010) so tudi ugotovili, da dodatek piridoksal fostata, ki 
je koencim pri sintezi GABA, rezultira v nekoliko večji vsebnosti GABA (1161 mg/kg). 
Curiel in sod. (2015) so pri primerjavi spontane in vodene fermentacije ugotovili, da so pri 
vseh stročnicah, v primeru vodene fermentacije z dodatkom komercialne starterske kulture, 
določili večjo vsebnost GABA, najvišja dosežena vsebnost je bila 624 mg/kg. Ravno na 
račun velike sposobnosti stročnic za tvorbo GABA in ostalih bioaktivnih komponent, se 
dodatek takšnih kislih test uporablja za obogatitev kruha z GABA (Coda in sod., 2010). 
Diana in sod. (2014b) so po inokulaciji mešanice pšenične in sojine moke s sevom Lb. brevis 
CECT8183 po 48 urah fermentacije določili 98,2 mg/100 mL GABA. 
 
4.1.4 Pretvorba biogenih aminov med peko kruha 
 
Toplotna obdelava živil, ki vsebujejo ogljikove hidrate in proteine, vodi do Maillardove 
reakcije, kjer v seriji reakcij med karbonilno skupino reducirajočih sladkorjev in njihovih 
derivatov ter prostih amino skupin aminokislin, peptidov, proteinov ali drugih dušik 
vsebujočih komponent, nastajajo aromatične spojine in tudi kompleksni rjavo obarvani 
polimeri (Nursten, 2005). 
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Maillardova reakcija v živilih je npr. rezultirala v zmanjšani vsebnosti mikotoksina 
fumonizin B1, kar nakazuje na potencialno vlogo Maillardove reakcije pri zniževanju 
zdravju nevarnih kemijskih spojin z amino skupino (Lu in sod., 2002). Jiang in sod. (2017) 
so v svoji raziskavi ugotovili, da je histamin brez prisotnih sladkorjev toplotno stabilen, 
vendar pride ob dodatku glukoze in poteku Maillardove reakcije do zmanjšanja vsebnosti 
histamina. To bi lahko povezali s peko kruha, predvsem s skorjo in potencialom za 
zmanjšanje vsebnosti biogenih aminov v skorji, kjer ob visokih temperaturah pride do 
Maillardove reakcije med peko kruha.  
 
Pripravili smo testo iz pšenične moke tipa 400 z dodatkom komercialno dostopnih biogenih 
aminov (točka 3.2.3.2). Tako v testu kot v sredici in skorji pečenega kruha smo določili 
vsebnost biogenih aminov (slika 8). V primerjavi s testom tik prek peko, je bilo v sredici 
kruha 8 % manj putrescina, 12 % manj kadaverina in 9 % manj tiramina. V skorji kruha pa 
je v primerjavi s testom prišlo do večje stopnje razgradnje, saj je bilo 62 % manj putrescina, 
55 % manj kadaverina in 43 % manj tiramina. Vsebnost spermidina in spermina je bila v 
sredici kruha praktično nespremenjena, medtem ko je v skorji prišlo do njune popolne 
razgradnje. Podatki za posamezne biogene amine v sredici in skorji predstavljalo povprečje 
treh neodvisnih vzorčenj na različnih delih sredice in skorje. 
 
 
Slika 8:  Primerjava vsebnosti biogenih aminov v testu, sredici in skorji kruha, pri dodatku komercialno 
dostopnih biogenih aminov. Rezultati so podani na suho snov 
Analizirali smo tudi vsebnost biogenih aminov v sredici in skorji kruha, ki smo ga naredili 
iz pšenične moke tipa 400 in kislega testa moke 2 (točka 3.2.3.3), ki smo ga fermentirali 24 
ur pri 30 °C (slika 9). Ta eksperiment je predstavljal bolj realne razmere pretvorbe biogenih 
aminov iz matriksa kot je kislo testo, kot pa le ob dodatku proste oblike komercialno 
dostopnih biogenih aminov (slika 8). Ugotovili smo, da je vsebnost biogenih aminov v 
sredici kruha praktično enaka vsebnosti v testu, kar lahko povežemo z dejstvom, da so 
biogeni amini stabilni pri temperaturah okoli 100 °C (Becker in sod., 2001). V primerjavi s 
testom je bilo v skorji za 47 % manj putrescina, 45 % manj kadaverina in 27 % manj tiramina 
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in 5,65). V primerjavi z eksperimentom, kjer smo v testo dodali komercialno dostopne 
biogene amine (slika 8), je pri tem eksperimentu prišlo do nekoliko manjšega obsega 
razgradnje putrescina, kadaverina in tiramina, tako v sredici kot v skorji. Poleg tega smo v 
skorji določili tudi spermin in spermidin, ki ga v prvem eksperimentu niti nismo določili. 
 
 
Slika 9:  Primerjava vsebnosti biogenih aminov v testu, sredici in skorji kruha, pri dodatku kislega testa moke 
2. Rezultati so podani na suho snov 
 
Povezavo med zmanjšano vsebnostjo biogenih aminov in Maillardovo reakcijo so 
dokumentirali že pri praženju kavnih zrn pri 220 °C, kjer je prišlo do popolne razgradnje 
putrescina, histamina, triptamina, spermina in spermidina (Oliveira in sod., 2005).  
 
Özdestan in sod. (2012) so analizirali biogene amine v turškem kruhu imenovanem kumru, 
ki je tradicionalno fermentirana hrana iz žita. Glavna posebnost tega kruha je dodatek 
čičerikinega nastavka, ki se fermentira okoli 16 ur in se ga nato doda v moko iz žit in nadalje 
fermentira 3 ure pri 30 °C, sledi pečenje pri 90 °C. V 10 različnih vzorcih omenjenega kruha 
so v vseh določili putrescin, agmatin, histamin, tiramin, spermin in spermidin. Vsebnost 
kadaverina je bila 4,7 mg/kg, putrescina 1,7 mg/kg, histamina 4,64 mg/kg, kadaverina 4,64 
mg/kg, spermidina 4,68 mg/kg in spermina 11,1 mg/kg. Diana in sod. (2014b) so v kruhu iz 
kislega testa od biogenih aminov detektirali le tiramin (41,8 mg/kg). 
 
V strokovni literaturi nismo zasledili raziskav, ki bi izpostavljale potencialno toksičnost 
biogenih aminov v kruhih pripravljenih iz kislega testa. Akumulacija biogenih aminov v 
fermentirani hrani je kompleksen proces, na katerega imajo vpliv številni dejavniki in 
njihove interakcije. Povečana vsebnost biogenih aminov v hrani je problematična predvsem 
za posameznike, ki se zdravijo z inhibitorji monoamin oksidaz. Ravno zaradi tega je zelo 
težko za posamezna živila predpisati univerzalno določene meje toksičnosti (EFSA, 2011). 
 
Med biogenimi amini je v prehranskem smislu najbolj problematičen histamin. Prevelik 
vnos histamina je predvsem povezan z uživanjem pokvarjenih in fermentiranih pelagičnih 
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magistrske naloge (točka 3.2.3.3), smo določili relativno majhne vsebnosti histamina (0,6 in 
0,9 mg/100 g), ki so precej nižje od vrednosti, ki bi lahko imele negativne vplive na zdravje 
(Colombo in sod., 2017; Comas-Basté in sod., 2019b). Vsebnosti putrescina, kadaverina in 
tiramina so bile za velikostni razred večje od vsebnosti histamina. EFSA (Evropska agencija 
za varnost) (2011) navaja, da pri zdravih posameznikih tudi do 600 mg zaužitega tiramina 
ne predstavlja večjega tveganja. Vendar lahko pri uživanju velike količine alkohola (poveča 
se prepustnost tankega črevesa) in predvsem pri zdravljenju z določenimi MAOI pride do 
povečanega zdravstvenega tveganja. Do intolerance naj bi prišlo že pri zaužitju 5 mg 
tiramina, kar bi posameznik ob zaužitju pripravljenega kruha lahko presegel. Novejše 
generacije zdravil iz družine MAOI omogočijo, da je varen prehranski vnos tiramina do 50 
mg. Za kadaverin in putrescin velja, da sta manj toksična. V prehranskem smislu naj bi bilo 
predvsem problematično, da lahko z nitriti tvorita karcinogene nitrozamine in potencirata 
toksičnost tiramina in histamina, vendar v literaturi ni podanih mejnih vrednosti (del Rio in 
sod., 2015). Nekatere novejše raziskave (del Rio in sod., 2018) kljub vsemu kažejo na 
določeno stopnjo citotoksičnosti putrescina in kadaverina. 
 
Glede na podatke iz literature lahko zaključimo, da je kruh z nastavkom kislega testa, ki smo 
ga pripravili v okviru naloge, prehransko varen izdelek z vidika biogenih aminov, razen za 
posameznike, ki se zdravijo z določenimi tipi MAOI.  
 
4.1.5 Pretvorba GABA med peko kruha 
 
V kruhu, ki smo ga naredili z dodatkom kislega testa moke 2 in dodatkom pšenične moke 
tipa 400 (točka 3.2.3.3), smo v testu dosegli vsebnost GABA 442 mg/100 g, v skorji 31,2 
mg/100 g in v sredici pečenega kruha 48,3 mg/100 g, vse vrednosti so podane na suho snov. 
To pomeni, da se je med peko kruha približno 90 % GABA razgradilo, kar se sklada z 
ugotovitvami prejšnjih raziskav (Lamberts in sod., 2012). Podatki o vsebnost GABA v kruhu 
so primerljivi s podatki raziskave Coda in sod. (2010), ki so pri kruhu iz kislega testa stročnic 
in psevdožit, ob dodatku starterske kulture Lb. plantarum C48, dosegli vsebnost GABA 504 
mg/kg (50,4 mg/100 g). Poleg tega so pri klasičnem kruhu iz pšenične moke določili 
vsebnost GABA 8 mg/kg in v kruhu iz mešanice mok psevdožit, stročnic in pšenične moke 
brez fermentacije, 88 mg/kg, kar nakazuje, da bi samo z nadomeščanjem pšenične moke, že 
brez fermentacije, delno povečali vsebnost GABA. Diana in sod. (2014b) so v kruhu iz 
kislega testa pšenice in sojine moke določili vsebnost GABA 24,2 mg/100 g.  
 
Dnevno uživanje 10 mg GABA v fermentiranem mleku v obdobju 12 tednov je zmanjšalo 
krvni tlak za 17,4 mm Hg pri ljudeh s hipertenzijo (Inoue in sod., 2003). Zelo podoben učinek 
na zmanjšanje hipertenzije je imel dnevni vnos 20 mg GABA v trajanju 12 tednov iz alg 
obogatenih z GABA (Shimada in sod., 2009). Glede na podatke iz Španije, kjer je povprečna 
dnevna poraba kruha na prebivalca 100 g (Diana in sod., 2014b), bi lahko z 
eksperimentalnim kruhom iz droži, ki smo ga pripravili v okviru magistrske naloge, dosegli 
blagodejen vpliv na zmanjšanje hipertenzije.  
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4.2 UPORABA KALČKOV GRŠKEGA SENA ZA ZNIŽANJE VSEBNOSTI BIOGENIH 
AMINOV 
 
Zaradi potencialno toksičnega učinka biogenih aminov v fermentirani hrani, je veliko 
pozornosti raziskovalcev namenjenega omejevanju vsebnosti le-teh oz. iskanju mehanizmov 
za zmanjševanje vsebnosti že nastalih biogenih aminov. Učinkovitost mehanizmov temelji 
na inhibiciji rasti mikroorganizmov s sposobnostjo tvorbe biogenih aminov ali njihove 
dekarboksilazne aktivnosti. S tem namenom se uporablja pakiranje v modificirano 
atmosfero, visok hidrostatični tlak, obsevanje ali toplotna obdelava in uravnavanje rasti s 
pH-jem ter dodatkom NaCl. Vendar te metode samo preprečijo nadaljnji nastanek biogenih 
aminov, ne vplivajo pa na njihovo razgradnjo. Na področju razgradnje biogenih aminov sta 
edini opciji uporaba starterskih kultur, ki izražajo amin oksidaze, ali direktna uporaba teh 
encimov iz drugih virov (Naila in sod., 2010). 
 
Diamin oksidaze so encimi, ki katalizirajo oksidativno deaminacijo histamina, putrescina in 
kadaverina, poleg tega pa lahko pospešijo tudi pretvorbo putrescina v GABA. DAO 
katalizira oksidativno deaminacijo primarnih aminov do imadizol acetaldehida, pri tej 
reakciji pa se tvorita tudi amonijak in vodikov peroksid (slika 10). Encim DAO so našli v 
številnih mikroorganizmih, kot so bakterije, plesni, ter v številnih rastlinah in sesalcih. 
Največjo aktivnost DAO so zaznali pri kaljenih stročnicah, kot so grah, čičerika, navadni 
grahor, leča in soja (Comas-Basté in sod., 2019a; Comas-Basté in sod., 2020). 
 
 
Slika 10: Razgradnja biogenih aminov (Harbaoui in Sadok, 2015) 
 
Aktivnost encima DAO je v tesni povezavi z ustrezno vrednostjo pH in temperaturo. Karim 
(2015) je izoliral DAO iz kalčkov zelenega fižola mungo in ugotovil, da je optimalna 
vrednost pH za delovanje DAO pri 7,4 oz. se povečuje aktivnost z dvigovanjem pH od 6,6 
do 7,4, potem pa je zaznati padec aktivnosti. Optimalno temperaturo delovanja DAO je 
določil pri 37 °C. Do zelo podobnih ugotovitev so prišli tudi Naila in sod. (2012), ki so 
zaznali največjo razgradnjo histamina pri vrednosti pH med 6 do 6,5. Do popolnoma 
drugačnih rezultatov so prišli Yang in sod. (2011), ki so ugotovili, da je optimalna vrednost 
pH za delovanje DAO pri 3 in temperaturi 30 °C.  
 
4.2.1 Testiranje aktivnosti kalčkov grškega sena  
 
Comas-Basté in sod. (2020) so ugotovili, da kaljenje stročnic rezultira v povečani aktivnosti 
DAO, ki bi lahko katalizirale razgradnjo biogenih aminov v hrani in imajo zaradi tega velik 
potencial za aplikacijo v kislem testu.  
 
V okviru naloge smo preverili učinkovitost liofiliziranih kalčkov grškega sena za namen 
razgradnje poliaminov v kislem testu. Kalčki grškega sena so učinkovito katalizirali 
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oksidacijo putrescina, kadaverina in tiramina v modelnih raztopinah (Kralj Cigić in sod., 
2020). Spremljali smo časovni potek razgradnje v suspenziji kislega testa pri dveh različnih 
vrednostih pH (4,7 in 6,5). Pripravili smo dve modelni suspenziji. Prva modelna suspenzija 
je predstavljala mešanico kislega testa (4 g) in mili-Q vodo (16 mL), ki smo ji dodali 
liofilizirane kalčke grškega sena (0,56 g), pri drugi suspenziji pa smo pred dodatkom kalčkov 
grškega sena dodali še natrijev hidrogenkarbonat (NaHCO3), s katerim smo uravnali pH na 
6,5 (skupen volumen je bil enak, dodali smo manj vode). Obe suspenziji smo ves čas mešali 
na magnetnem mešalu, da smo zagotovili konstanten dostop kisika, ki je substrat v reakciji 
katalizirani z DAO (slika 10). 
 
4.2.1.1 Razgradnja biogenih aminov v kislem testu iz čičerikine moke z diamin oksidazami 
iz kalčkov grškega sena pri pH 4,7 
 
Pri tem eksperimentu smo v modelno mešanico vode in kislega testa z vrednostjo pH 4,7 
dodali liofilizirane kalčke grškega sena. Po 90 minutah mešanja (slika 11) se je najbolj 
zmanjšala vsebnost putrescina (za 39 %). Hitrost razgradnje ni bila linearna, saj se je 27 % 
putrescina razgradilo že po 3 minutah. Po 90 minutah se je zmanjšala tudi vsebnost 
kadaverina (za 28 %) in tiramina (za 41 %). Pri tem velja izpostaviti, da se je po 3 minutah 
določena vsebnost kadaverina celo povečala (za 21 %), kar lahko pripišemo vnosu 
kadaverina s kalčki. V primeru spermina in spermidina smo na začetku ugotovili celo 
povečanje vsebnosti, neverjetneje na račun ekstrakcije iz dodanih kalčkov. Pri GABA smo 
po dodatku kalčkov zaznali zmanjšanje vsebnosti, nato povečanje in pri zadnji meritvi po 90 
minutah spet zmanjšanje vsebnosti. Za potrditev trenda pri GABA bi nedvomno potrebovali 
več ponovitev, kljub temu pa je možno razložiti tudi tako kompleksne časovne odvisnosti, 
saj se lahko GABA tvori iz GABA aldehida, ki nastane z oksidacijo putrescina (potencial za 
povečanje), hkrati pa se lahko GABA pretvarja v nekatere druge produkte (npr. glutamat). 
 
 
Slika 11:  Spreminjanje vsebnosti biogenih aminov tekom mešanja modelne suspenzije kislega testa in vode 
(pH=4,70), ob dodatku kalčkov grškega sena, pri časih mešanja 0, 3, 15, 45 in 90 minut. Rezultati 
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4.2.1.2 Razgradnja biogenih aminov v kislem testu iz čičerikine moke z diamin oksidazami 
iz kalčkov grškega sena pri pH 6,5 
 
Z dodatkom natrijevega hidrogenkarbonata smo dvignili vrednost pH mešanice na 6,5 (slika 
12) v pH območje, kjer je DAO iz kalčkov grškega sena bolj aktivna (Kralj Cigič in sod., 
2020). V tem primeru je po 90 minutah prišlo do skoraj popolne razgradnje putrescina (99 
%) in tiramina (90 %) ter popolne razgradnje kadaverina (že po 45 minutah je bila vsebnost 
pod mejo detekcije). V primerjavi z eksperimentom brez regulacije vrednosti pH, lahko 
ugotovimo, da je DAO oksidaza aktivna dalj časa pri višjem pH, potencialno tudi zaradi 
inaktivacije encima pri pH kislega testa.  
 
 
Slika 12:  Spreminjanje vsebnosti biogenih aminov tekom mešanja modelne suspenzije kislega testa in vode, 
ob dodatku kalčkov grškega sena in NaHCO3 (pH modelne suspenzije ob dodatku NaHCO3=6,5), 
pri časih mešanja 0, 3, 15, 45 in 90 minut. Rezultati so podani na suho snov 
 
Naše ugotovitve glede znižanja vsebnosti biogenih aminov ob dodatku kalčkov grškega 
sena, potrjujejo ugotovitve o aktivnosti encima DAO v kaljenih stročnicah (Comas-Basté in 
sod., 2020; Kralj Cigić in sod., 2020). Možnost uporabe kaljenih stročnic za razgradnjo 
biogenih aminov so pokazali že Yang in sod. (2011), ki so uspeli znižati vsebnost putrescina 
v mešanici z encimom DAO iz kaljenega volčjega boba, ter Kivirand in Rinken (2007), ki 
sta uporabila izoliran DAO iz kalčkov graha za znižanje vsebnosti putrescina in kadaverina. 
Poleg tega smo dokazali, da pride pri višji vrednosti pH do boljšega delovanja encima DAO 
(Kralj Cigić in sod., 2020; Karim, 2015). 
 
4.2.2 Uporaba liofiliziranih kalčkov grškega sena za razgradnjo putrescina, kadaverina 
in tiramina v testu iz pšenične moke 
 
Iz predhodnega eksperimenta smo ugotovili (slika 11 in 12), da DAO iz kalčkov grškega 
sena lahko uporabimo za razgradnjo putrescina, kadaverina in triptamina v relativno redkih 
suspenzijah. V okviru pričujočega eksperimenta smo nameravali preveriti, ali so DAO 
učinkovite tudi v zelo viskoznem mediju, kot je testo. Pri možnosti uporabe kalčkov za 
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realnih sistemih, saj v nasprotnem primeru lahko zaradi vnosa poliaminov s kalčki celo 
povečamo končno vsebnost biogenih aminov. V fazi kaljenja se poveča vsebnost biogenih 
aminov v stročnicah (Shalaby, 2000; Frías in sod., 2007; Kralj Cigić in sod., 2020), zaradi 
tega smo pred samim dodatkom kalčke 5 minut mešali v vodi, da smo znižali količino 
biogenih aminov. Vsebnosti biogenih aminov v homogeniziranih liofiliziranih kalčkih 
grškega sena po 5 minutnem mešanju (pred dodatkom v testo) so prikazane v prilogah K in 
L. 
 
Slika 13:  Razgradnja biogenih aminov v testu iz pšenične moke in dodatka komercialno dostopnih biogenih 
aminov, ob dodatku kalčkov grškega sena, med mešanjem (0-15 minut) in vzhajanjem (15-60 min) 
testa 
 
Pri dodatku kalčkov grškega sena v testo z dodanimi komercialno dostopnimi biogenimi 
amini, smo v primerjavi s testom brez dodanih kalčkov, v končni fazi dosegli 16 % manjšo 
vsebnost putrescina, 42 % kadaverina in 10 % zmanjšanje vsebnosti tiramina (slika 13). 
Omeniti je potrebno, da je bila razgradnja biogenih aminov v testu brez dodanih kalčkov 
minimalna, kar pomeni, da zmanjšanje relativne vsebnosti v veliki meri odraža tudi 
absolutno zmanjšanje vsebnosti posameznega biogenega amina. Oksidacija vseh biogenih 
aminov je hitreje potekala v fazi mešanja, saj smo že v prvih 15 minutah ugotovili več kot 
dvotretjinsko zmanjšanje glede na končno meritev (po 60 minutah). Iz rezultatov lahko tudi 
sklepamo, da je razgradnja v viskoznem okolju testa potekala počasneje kot v modelnih 
suspenzijah (sliki 11 in 12). Različno stopnjo razgradnje lahko pripišemo tudi razlikam v 
deležu liofiliziranih kalčkov v matriksu, v katerem je potekala razgradnja. Le-ta je bila v 
primeru suspenzije 28 mg/g (sliki 11 in 12), v primeru testa pa le 5,5 mg/g (slika 13). Kljub 
omenjenim razlikam pa lahko ugotovimo, da smo z dodatkom liofiliziranih kalčkov v testo 
uspeli zmanjšati predvsem vsebnost kadaverina, skoraj v celoti. Na podlagi teh ugotovitev 
smo potrdili tretjo postavljeno hipotezo o vplivu kalčkov grškega sena na znižanje vsebnosti 
biogenih aminov tako v kislem testu, kot v bolj viskoznem mediju, kot je testo in posledično 
kruh. 
 
Podoben eksperiment, kot je bil zasnovan z dodatkom komercialno dostopnih biogenih 
aminov v maso za testo skupaj z liofiliziranimi kalčki grškega sena, smo izvedli tudi z 
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dodatkom liofiliziranih kalčkov v testo iz pšenične moke in kislega testa čičerike uravnali 
na 5,7 z NaHCO3. V tem primeru nismo ugotovili tako velikega zmanjšanja vsebnosti kot v 
eksperimentu predstavljenem na sliki 13. V testu pred peko (po 60 minutah mešanja) je bila 
vsebnost kadaverina manjša za 5 % in putrescina za 1,5 %, medtem ko smo za tiramin 
določili celo za 5 % večjo vsebnost, kar bi lahko pripisali vnosu s samimi kalčki. K takšnim 
rezultatom je lahko prispevala tudi nižja vrednost pH v primeru kislega testa (kljub 
uravnavanju z NaHCO3) in dejstvo, da smo eksperiment s kislim testom naredili en mesec 
po tistem z dodanimi biogenimi amini, liofilizirane kalčke pa smo do uporabe hranili pri 
sobni temperaturi. Uporaba sveže liofiliziranih kalčkov ali celo svežih homogeniziranih 
kalčkov bi nedvomno rezultirala v precej bolj učinkoviti razgradnji. 
 
4.3 IZOLACIJA IN KARAKTERIZACIJA MLEČNOKISLINSKIH BAKTERIJ 
AVTOHTONE MIKROBIOTE KISLEGA TESTA 
 
Kislo testo je mešanica vode in moke, ki jo fermentirajo mlečnokislinske bakterije in 
kvasovke. Na mikrobno diverziteto kislega testa pri spontani fermentaciji vplivajo predvsem 
vsebnost hranil in tip moke ter avtohtona mikrobiota moke. V semi-aseptičnih pogojih 
laboratorija so pri pripravi kislega testa ugotovili, da se mikrobiološke vrste niso pojavile v 
kislem testu, če niso bile pred tem že detektirane v moki, kar kaže na velik vpliv »hišne« 
mikrobiote pekarn kot enega glavnih dejavnikov diverzitete mikrobne populacije kislega 
testa (Reese in sod., 2020).  
 
V prvi fazi spontane fermentacije mikrobna populacija kislega testa predstavlja populacijo, 
ki je že prvotno prisotna v moki in je sestavljena predvsem iz MKB, grampozitivnih 
(Bacillus sp.) in gramnegativnih (Pseudomonas sp.) aerobnih bakterij, enterobakterij, 
kvasovk in plesni. Pred samo fermentacijo se v moki pojavijo tudi številne druge bakterije 
(Bacteroides, Cyanobacteria, Firmiculates in Proteobacteria), vendar tekom fermentacije 
prevladujejo predhodno našteti mikroorganizmi (Minervini in sod., 2014). 
 
V mikrobiološkem sklopu magistrske naloge smo iz avtohtone mikrobiote mešanice vode in 
moke 2, ki smo jo spontano fermentirali 24 ur pri 30 °C, na gojišču MRS določili MKB v 
koncentraciji 1 x 109 CFU/g (9 log CFU/g), kar predstavlja podobno koncentracijo, ki je bila 
ugotovljena pri predhodnih raziskavah, ki so se ukvarjale s spontano fermentacijo čičerike 
(Sáez in sod., 2018). Pri pregledu posameznih kolonij pod mikroskopom smo ugotovili, da 
gre za prisotnost kokov in palčk. Sledila je izolacija do čistih kultur. Kislo testo pripravljeno 
s spontano fermentacijo moke 2 smo kot vir za izolacijo MKB izbrali na osnovi zelo dobre 
in raznolike sposobnosti tvorbe biogenih aminov (4.1.2.). Matično raztopino pripravljenega 
kislega testa smo nacepili tudi na trdno gojišče YEPD, ki je namenjeno detekciji rasti 
kvasovk, vendar ni prišlo do rasti. To je do neke mere pričakovan rezultat, saj je prisotnost 
kvasovk (S. cerevisiae) v kislih testih povezana predvsem s kontaminacijo iz hišne 
mikrobiote pekarn, kjer uporabljajo kvas (Minervini in sod., 2014). 
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Po pridobitvi čistih kultur MKB smo izvedli kvalitativna testa: katalazni test in barvanje po 
Gramu. Pri katalaznem testu smo v obeh primerih izoliranih MKB določili negativno 
reakcijo, saj ob kontaktu kulture in kapljice 3 % H2O2 ni prišlo do burne reakcije oz. pojava 
mehurčkov. Pri barvanju po Gramu sta se obe izolirani kulturi obarvali vijolično, kar 
pomeni, da sta bili grampozitivni. Oba kvalitativna testa sta potrdila, da smo izolirali MKB, 
saj so le-te grampozitivne, nesporulirajoče, katalaza-negativne in fakultativno anaerobne 
bakterije (Reddy in sod., 2008). Barvanje po Gramu nam je služilo tudi za bolj jasno 
potrditev mikromorfološih lastnosti izoliranih MKB (slika 14). 
 
 
Slika 14: Barvni preparati MKB izoliranih iz kislega testa moke 2 z obliko (A) palčk in (B) kokov, pridobljeni 
z barvanjem po Gramu 
 
Na temo mikrobiološke sestave nefermentiranih in spontano fermentiranih čičerikinih zrn 
ter moke je bilo izvedeno zelo malo raziskav. Curiel in sod. (2015) so iz čičerikine moke 
izolirali mezofilne aerobne bakterije, enterobakterije, MKB, kvasovke in plesni. Sáez in sod. 
(2018) so pri spontani fermentacije čičerikine moke izolirali le rod Enterococcus in zelo 
nizko število MKB. Šele po ponovnih inokulacijah je prišlo do bolj kompleksne 
mikrobiološke sestave, ki so jo sestavljale vrste Lactococcus garviae in Weissela cibaria. 
Raziskave fermentirana čičerike iz Sirije in Grčije kažejo na pogosta pojavljanja predvsem 
rodov Bacillus in Clostridium, medtem ko je bila vsebnost MKB zelo nizka. Iz fermentiranih 
živil na osnovi čičerike so v Aziji in Evropi najpogosteje izolirali rodove Leuconostoc, 
Lactobacillus, Streptococcus, Pediococcus, Micrococcus, Corynebacterium, Bacillus, 
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4.3.1 Vpliv izolirane kulture MKB na vsebnost biogenih aminov v kislem testu  
 
Tekom naloge smo izolirani kulturi (točka 4.3) inokulirali v čičerikino moko in preverili, 
kako inokulacija vpliva na tvorbo biogenih aminov v primerjavi s spontano fermentacijo te 
moke. 
 
4.3.1.1 Inokulacija mešanice moke in vode z izolirano kulturo MKB iz kislega testa 
 
Da bi preverili vpliv izoliranih kokov in palčk (iz spontano fermentirane moke 2) na tvorbo 
biogenih aminov, smo le-te inokulirali v moko 1 (fermentacija je potekala 24 ur pri 30 °C), 
ki je kazala najmanjši potencial za tvorbo biogenih aminov. Ugotovili smo, da inokulacija 
ni rezultirala v močno povečani vsebnosti biogenih aminov (priloga I), kar pomeni, da 
izolirani kulturi nista tisti, ki prispevata k povečani vsebnosti biogenih aminov ugotovljenih 
v spontano fermentirani moki 2. V kislem testu z dodanimi koki smo določili manjšo 
vsebnost putrescina in odsotnost kadaverina in histamina, zato smo s to kulturo inokulirali 
moko 2 (iz katere je bila kultura izolirana), kjer se je pri spontani fermentaciji tvorila velika 
vsebnost biogenih aminov. Z inokulirano kulturo (slika 15) smo uspeli zmanjšati vsebnost 
putrescina in kadaverina za 97 %. V pozitivnem smislu izstopa tudi odsotnost tiramina v 
primeru dodane kulture (vsebnost je bila pod mejo detekcije), čeprav smo pri spontani 
fermentaciji določili zelo veliko vsebnost tiramina (39,4 mg/100 g). Za polovico je bila 
manjša tudi vsebnost histamina, prav tako v primeru dodane kulture nismo določili 
feniletilamina in triptamina. Pri vsebnosti spermina in spermidina nismo določili večjega 
vpliva dodane kulture. Poleg tega je izolirana kultura tvorila več kot 4-krat manjšo vsebnost 
GABA. Na podlagi teh ugotovitev smo zavrnili četrto postavljeno hipotezo, kjer smo 
predvidevali, da bomo iz spontano fermentiranih kislih test, izolirali kulturo z visokim 
potencialom za tvorbo biogenih aminov in GABA. 
 
 
Slika 15:   Primerjava vsebnosti biogenih aminov in GABA, v vzorcu spontane fermentacije moke 2 in v vzorcu 
kislega testa enake moke z dodanim inokulumom izolirane kulture MKB z obliko kokov. Rezultati 
so podani na suho snov 
MKB (koki), ki smo jo izolirali iz moke 2, imajo velik potencial v kontekstu priprave kislih 
test, saj velja regulacija mikrobiote živila za najbolj perspektiven pristop pri regulaciji tvorbe 
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kulturo (točka 4.1.2), smo s kulturo MKB, izolirano iz spontano fermentiranega kislega testa 
moke 2, bolj uspešno vplivali na zmanjšanje vsebnosti biogenih aminov, kar bi bilo lahko v 
manjšem deležu tudi na račun lažje prilagoditve na medij (Coda in sod., 2014), saj je bila 
kultura izolirana iz enake moke. Seveda ne smemo zanemariti tudi začetnega števila celic in 
dejstva, da je bila komercialna starterska kultura dodana v obliki liofilizata. Majhna vsebnost 
biogenih aminov po koncu fermentacije, v primeru dodane kulture, je lahko posledica 
velikega potenciala za razgradnjo biogenih aminov z amin oksidazami (Naila in sod., 2010). 
Obstaja tudi možnost, da so izolirani koki sintetizirali bakteriocine, ki so zavrli rast 
avtohtonih kultur z veliko sposobnostjo tvorbe biogenih aminov (Corsetti in sod., 2004), saj 
je bilo skupno število mikroorganizmov v kislem testu v primeru inokulacije manjše (8x107 
CFU/g) kot pri spontani fermentaciji (1x109 CFU/g). Tabanelli in sod. (2014) so pokazali 
velik potencial za zmanjšanje vsebnosti biogenih aminov pri kulturi laktokokov, ki ni imela 
sposobnosti sinteze biogenih aminov in je sintetizirala bakteriocine. Na ta način se je 
zmanjšala rast E. faecalis, ki velja za glavnega proizvajalca tiramina. Te lastnosti 
laktokokom omogočajo tudi vlogo zaščitne kulture, saj preko delovanja bakteriocinov 
zavirajo rast kontaminirajočih mikroorganizmov in na ta način stabilizirajo mikrobioto v 
kislem testu, ki omogoči favorizirano rast starterske kulture. 
 
4.4 ANTIOKSIDATIVNI POTENCIAL KISLEGA TESTA 
 
Čičerika je dober vir polifenolov. V čičeriki polifenolne spojine v največji meri predstavljajo 
fenolne kisline in flavonoidi (predvsem izoflavoni), vendar je pri tem treba izpostaviti zelo 
veliko diverziteto v sestavi polifenolnega profila med različnimi sortami in načini kultivacije 
(Magalhães in sod., 2017). Pri stročnicah se velika večina polifenolov nahaja v plašču zrna 
oz. v lupini, ravno zaradi tega imajo največji antioksidativni potencial majhna obarvana zrna 
sorte desi. Fenolne spojine imajo pomembno vlogo pri določanju barve, okusa in vonja in 
potencialno ugodno vplivajo na zdravje (Singh in sod., 2017). Na splošno velja, da imajo 
bolj obarvane sorte čičerike več polifenolnih spojin (Segev in sod., 2010). Za polifenole v 
rastlinah velja, da so lahko vezani na ogljikove hidrate, proteine in vlaknine in so zaradi tega 
manj dostopni. V zadnjih letih so bile opravljene raziskave na temo obogatitve prehranske 
vrednosti čičerike oz. stročnic na splošno s poudarkom na večji dostopnosti fenolnih 
antioksidantov. Za najboljši metodi sta se izkazali kaljenje (Xu in sod., 2018) in fermentacija 
(Ferreira in sod., 2019), ki sta poleg preostalih prehranskih dejavnikov v veliki meri 
rezultirala v povečani vsebnosti ekstraktabilnih antioksidantov.  
 
V okviru eksperimentalnega dela smo določali vsebnost polarnih antioksidantov v vzorcih 
moke, kislem testu po spontani fermentaciji in v kislem testu v primeru dodane komercialne 
starterske kulture. Nameravali smo ugotoviti, ali fermentacija vpliva na povečanje vsebnosti 
topnih antioksidantov v primerjavi z nefermentirano moko in kakšen vpliv ima dodatek 
komercialne starterske kulture. Vsebnost polarnih antioksidantov smo določevali s testi 
DPPH, ABTS in metodo FC ter jih izrazili kot troloks ekvivalente (μmol/g). 
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Pri vseh treh mokah je pri fermentaciji prišlo do povečanja vsebnosti topnih antioksidantov 
določenih z metodo FC glede na vrednosti v nefermentiranih mokah (slika 16), tako pri 
spontani kot pri vodeni fermentaciji ob dodatku komercialne starterske kulture (podatki na 
sliki 16 so povprečne vrednosti treh neodvisnih eksperimentov). Čas fermentacije se je 
izkazal za pomemben dejavnik, saj je bilo po 48 urah fermentacije pri vseh treh mokah večja 
vsebnost antioksidantov kot po 24 urah. Pri spontanih fermentacijah smo največjo vsebnost 
antioksidantov določili v kislem testu moke 2, sledita mu kisli testi moke 1 in moke 3. Do 
podobnih ugotovitev smo prišli tudi z metodama ABTS in DDPH (prilogi M in N), vendar 
smo s tema dvema testoma analizirali le eno od fermentacij (eksperiment 5; s5 in k5). 
 
 
Slika 16:  Primerjava vsebnosti antioksidantov v mokah in kislih testih, določenih z metodo FC po različnih 
časih fermentacije (24 in 48 ur) in načinu fermentacije (spontana ali ob dodatku komercialne 
starterske kulture). Rezultati so podani na suho snov 
 
Dodatek komercialne starterske kulture v moko 2 je rezultiral v manjši vsebnosti 
antioksidantov kot pri spontani fermentaciji, tako po 24 urah kot po 48 urah (za 12 %). Pri 
moki 1 po dodatku starterske kulture ni prišlo do sprememb. Po dodatku starterske kulture v 
moko 3 pa smo določili večjo vsebnost antioksidantov kot v primeru spontane fermentacije, 
tako po 24 kot 48 urah. Do podobnih ugotovitev so prišli tudi Gan in sod. (2016), kjer so 
primerjali vpliv spontane in vodene fermentacije na AOP pri različnih vrstah stročnic. Pri 
obeh načinih fermentacije so prišli do povečanja AOP, poleg tega so ugotovili, da pride ob 
uporabi različnih vrst kultur na enakem substratu do drugačne vrednosti AOP. 
 
Pridobljeni rezultati o povečanem AOP in količini polarnih antioksidantov se ujemajo z 
predhodno določenimi vrednostmi pri nefermentirani in fermentirani moki stročnic 
(Fernandez-Orozco in sod., 2009). Curiel in sod. (2015) so s fermentacijo kislega testa 
različnih stročnic ugotovili povečan AOP in vsebnost fenolnih spojin. Do povečanja AOP 
pri fermentaciji bi lahko prišlo zaradi delovanja encimov MKB in zakislitvijo z mlečno 
kislino, ki omogoči povečano aktivnost endogenih encimov stročnic (Gänzle, 2014b). Poleg 
polifenolnih spojin, tekom fermentacije kislega testa nastajajo tudi bioaktivni peptidi in 
proste aminokisline, ki prispevajo k AOP (Coda in sod., 2012), kar kaže na to, da je kislo 
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4.5 VSEBNOST PROSTIH AMINOSKUPIN V KISLEM TESTU 
 
Proteoliza ima velik vpliv na lastnosti kislega testa, saj proste aminokisline in peptidi močno 
pripomorejo k senzorični in prehranski vrednosti kruha, poleg tega se tvorijo tudi peptidi z 
antioksidativnim potencialom. Obseg proteolize je močno odvisen od mikrobiote kislega 
testa, saj z ustrezno izbrano vrsto ali sevom MKB zagotovimo ustrezno nizko vrednost pH, 
ki poveča aktivnost endogenih proteinaz in peptidaz, poleg tega MKB sintetizirajo tudi lastne 
proteolitične encime (Gänzle in sod., 2008). Vsebnost prostih amino skupin se spreminja 
tudi s časom fermentacije in prisotnostjo MKB in kvasovk, ki lahko tudi porabljajo proste 
amino kisline (Zotta in sod., 2006). 
 
 
Slika 17:  Primerjava vsebnosti prostih amino skupin v mokah in kislih testih po različnih časovnih obdobjih 
fermentacije (24 in 48 ur) in načinu fermentacije (spontana ali ob dodatku komercialne starterske 
kulture). Rezultati so podani na suho snov 
Iz rezultatov prikazanih na sliki 17 je razvidno, da se je po fermentaciji vseh treh mok 
povečala vsebnost prostih amino skupin. Podatki predstavljajo povprečne vrednosti dveh 
neodvisnih eksperimentov. Večji obseg proteolize smo določili po 48 urah, kar je v skladu z 
ugotovitvami prejšnjih raziskav (Diana in sod., 2014b; Curiel in sod., 2015). Največ prostih 
amino skupin po 48 urah spontane fermentacije smo določili pri moki 2 in najmanj pri moki 
3. V primeru dodane komercialne starterske kulture smo v kislem testu moke 2 določili za 
29 % manj prostih amino skupin, pri moki 1 pa zmanjšanje za 13 %. Pri moki 3 smo v 
primerjavi s spontano fermentacijo določili za 7 % več prosih amino skupin. Zmanjšanje 
prostih amino skupin po dodatku komercialne starterske kulture v moko 1 in moko 2, bi 
lahko bilo na račun nižje aktivnosti endogenih encimov v moki, saj je bila vrednost pH 
spontane fermentacije višja (priloga J). Drugi razlog bi lahko bila prisotnost kvasovk v 
komercialni starterski kulturi, ki so v večji meri porabljale proste aminokisline. Razlog bi 
bila lahko tudi večja proteolitična aktivnost avtohtone mikrobiote kot komercialne starterske 
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 Vsebnost biogenih aminov v kislih testih se je povečevala v odvisnosti od časa 
fermentacije in se je razlikovala med različnimi proizvajalci čičerikine moke. 
 
 V kislih testih so prevladovali biogeni amini putrescin, kadaverin in tiramin. Manjše 
vsebnosti histamina smo zaznali le v nekaterih fermentacijah. 
 
 Po dodatku komercialne starterske kulture smo v kislih testih iz moke 3 in moke 1 
določili manjšo vsebnost biogenih aminov kot pri spontani fermentaciji, pri moki 2 se je 
vsebnost povečala. 
 
 Vsebnost GABA v kislih testih se je povečevala v odvisnosti od časa fermentacije in se 
je razlikovala med različnimi proizvajalci čičerikine moke. Po dodatku komercialne 
starterske kulture smo v kislem testu moke 3 določili več GABA, pri moki 2 se je količina 
akumulirane GABA, v primerjavi s spontano fermentacijo, zmanjšala. 
 
 Peka kruha je rezultirala v zmanjšani vsebnosti biogenih aminov v skorji, v sredici je 
bilo zmanjšanje vsebnosti manj izrazito. 
 
 Dodatek liofiliziranih kalčkov grškega sena je rezultiralo v zmanjšanju vsebnosti 
biogenih aminov putrescin, kadaverin in tiramin, tako v modelnih suspenzijah iz kislega 
testa kot v testu iz pšenične moke obogateni s komercialno dostopnimi biogenimi amini. 
Pri tem smo tudi potrdili, da je učinkovitost razgradnje biogenih aminov večja pri 
vrednosti pH 6,5 kot pri pH 4,7. 
 
 Iz kislega testa, v katerem se je akumuliralo največ biogenih aminov, smo izolirali 2 
kulturi MKB. Eno od izoliranih kultur smo uporabili kot startersko kulturo. V tako 
pripravljenem kislem testu se je akumuliralo manj biogenih aminov in GABA kot v 
primeru spontane fermentacije ali dodane komercialne starterske kulture.  
 
 Fermentacija vseh mok je v splošnem rezultirala v povečani vsebnosti ekstraktabilnih 
antioksidantov, katerih povečana vsebnost je bila povezana z daljšim časom 
fermentacije. Dodatek komercialne starterske kulture je rezultiral v povečani vsebnosti 
antioksidantov pri moki 3, medtem ko smo pri moki 2 ugotovili manjšo vsebnost v 
primerjavi s spontano fermentacijo. 
 
 Obseg hidrolize proteinov, določen kot vsebnost prostih amino skupin, se je povečeval s 
časom fermentacije in se je razlikoval med mokami različnih proizvajalcev. Po dodatku 
komercialne starterske kulture pri moki 3, smo ugotovili povečano vsebnost prostih 
amino skupin glede na spontano fermentacijo, pri moki 2 pa je prišlo do zmanjšanja. 
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6 ZAKLJUČEK 
V okviru magistrskega dela smo določali vsebnost biogenih aminov v kislem testu čičerikine 
moke treh različnih proizvajalcev (moka 1, moka 2 in moka 3), pri spontani fermentaciji ali 
ob dodatku komercialne starterske kulture pri različnih časih trajanja fermentacije (24 ur in 
48 ur). Vsebnost biogenih aminov smo določili kromatografsko po predhodni derivatizaciji 
z danzil kloridom. Separacija je potekala na kromatografski koloni z reverzno fazo, analite 
smo detektirali z zaporedno vezanima UV in fluorescenčnim detektorjem. Biogeni amini so 
dušikove organske spojine, ki lahko ob preveliki zaužiti količini ali v primeru jemanja 
zdravil (MAOI) oz. uživanja alkohola, povzročajo zdravstvene probleme. V nalogi smo 
ugotovili, da se je vsebnost biogenih aminov v kislem testu povečevala z daljšim časom 
fermentacije in se je razlikovala med različnimi proizvajalci čičerikine moke. Največ 
biogenih aminov pri spontani fermentaciji se je sintetiziralo pri moki 3, kjer je prevladoval 
predvsem putrescin z vsebnostjo 277 mg/100 g po 48-urni fermentaciji, sledilo je kislo testo 
moke 2, ki je imelo od vseh treh mok največjo vsebnost kadaverina (97,5 mg/100 g) in 
tiramina (67,6 mg/100 g), po 48-urni fermentaciji. Najmanj biogenih aminov se je tvorilo 
pri spontani fermentaciji moke 1. Po dodatku komercialne starterske kulture se je v 
primerjavi s spontano fermentacijo vsebnost biogenih aminov v kislih testih iz moke 3 in 
moke 1 znižala, pri kislem testu iz moke 2 pa se je predvsem na račun povišane vsebnosti 
putrescina povečala. To nakazuje, da se lahko izbrana komercialna starterska kultura 
(mešanica laktobacilov in kvasovk) v zelo podobnih substratih drugače obnaša. Pri spontani 
fermentaciji so od biogenih aminov prevladali putrescin, kadaverin in tiramin, prehransko 
najbolj problematični biogeni amin histamin smo zaznali v zelo nizkih vsebnostih. Najvišja 
vsebnost histamina je imela moka 1 po 48-urni spontani fermentaciji (4 mg/100 g). Pri 
fermentaciji je prišlo do spremembe vsebnosti vseh biogenih aminov, z izjemo spermina in 
spermidina, ki sta prisotna že v sami moki. 
 
V kislih testih mok smo določali tudi bioaktivno spojino GABA, ki ima številne pomembne 
fiziološke vloge pri normalnem delovanju človeškega telesa. Ugotovili smo, da je povečanje 
vsebnosti GABA povezano z daljšim časom fermentacije in se razlikuje med posameznimi 
mokami. Največ GABA se je tvorilo v kislem testu moke 2, ki je po 48 urah spontane 
fermentacije dosegla vsebnost 354 mg/100 g. Po dodatku komercialne starterske kulture smo 
v kislem testu moke 3 določili več GABA, pri moki 2 se je količina akumulirane GABA, v 
primerjavi s spontano fermentacijo, zmanjšala.  
 
Spekli smo tudi kruh iz pšenične moke in dodatka kislega testa, kjer smo ugotavljali vpliv 
peke na pretvorbo biogenih aminov in GABA. Ugotovili smo, da je vsebnost biogenih 
aminov v sredici kruha praktično enaka vsebnosti v testu, izjema je bil spermidin, kjer smo 
ugotovili veliko zmanjšanje že v sredici kruha, kar ni najbolj zaželjeno, saj je spermidin 
prehransko ugoden biogeni amin. V primerjavi s testom je bilo v skorji, predvidoma zaradi 
Maillardove reakcije, za 47 % manj putrescina, 45 % manj kadaverina in 27 % manj tiramina. 
Vsebnost biogenih aminov v kruhu pripravljenem iz kislega testa, glede na podatke v 
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literaturi, ni presegala mejnih vrednosti, ki bi lahko negativno vplivali na zdravje, razen v 
primeru, da se posamezniki zdravijo s določenimi tipi MAOI. V sredici pečenega kruha smo 
določili zelo visoko vsebnost GABA (48,3 mg/100 g), kar bi glede na literaturne podatke 
pomenilo, da ima kruh iz tako pripravljenega kislega testa potencialno ugoden vpliv na 
zdravje, predvsem na zmanjšanje hipertenzije.  
 
Iz kislega testa moke 2, kjer smo pri spontani fermentaciji določili relativno visoke vsebnosti 
različnih biogenih aminov, smo izolirali MKB avtohtone mikrobiote, in sicer smo izolirali 
MKB z obliko palčk in kokov. Nobena od izoliranih kultur ni imela potenciala za povečanje 
sinteze biogenih aminov. Z inokulacijo kokov v moko 2 smo dosegli veliko znižanje 
vsebnosti putrescina, kadaverina in tiramina, kar nakazuje na možnost uporabe te kulture pri 
zmanjševanju biogenih aminov v živilih kot je kislo testo. 
 
V magistrski nalogi smo kot možno aplikacijo znižanja biogenih aminov v kislem testu 
uporabili kalčke grškega sena za katere velja, da vsebujejo veliko količino encima DAO, ki 
katalizira oksidacijo določenih biogenih aminov (Kralj Cigić in sod., 2020). Tako v 
modelnem eksperimentu, suspenziji vode in kislega testa, kot v testu smo ugotovili velik 
vpliv kalčkov grškega sena na zmanjševanje vsebnosti biogenih aminov. Pri tem smo 
ugotovili tudi, da je delovanje encima DAO odvisna od pH vrednosti, saj je bila pri višji 
vrednosti pH (6,5) razgradnja veliko boljša kot pri nižji (4,7). V testu se je med 60 minutnim 
mešanjem in vzhajanjem razgradilo do 41 % kadaverina, 16 % putrescina in 8 % tiramina.  
 
Vsem vzorcem kislega testa iz čičerikine moke smo pomerili tudi antioksidativni potencial 
(AOP) in določili obseg proteolize. Tako s spontano fermentacijo kot ob dodatku 
komercialne starterske kulture je prišlo do povečanje ekstraktabilnih antioksidantov, katerih 
vsebnost se je povečevala z daljšim časom fermentacije in je bila različna glede na 
uporabljeno moko. Po dodatku komercialne starterske kulture je prišlo do povečanja 
vsebnosti antioksidantov pri kislem testu iz moke 3, medtem ko je pri kislem testu moke 2 
prišlo do znižanja glede na spontano fermentacijo. Pri določanju prostih aminov smo prišli 
do podobnih rezultatov, saj se je vsebnost prostih amino skupin po daljšem času fermentacije 
povečala in se je razlikovala med različnimi mokami. Po dodatku komercialne starterske 
kulture se je povečala vsebnost prostih amino skupin pri kislem testu iz moke 3, medtem ko 
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PRILOGE 
Priloga A:   Primerjava vsebnosti triptamina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. Odsotnost vrednosti 
v grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost 
















































TRP 24h TRP 48h TRP 24h TRP 48h
Mejaš R. Tvorba biogenih aminov med spontano fermentacijo čičerikine moke.  
     Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2020  
 
Priloga B:    Primerjava vsebnosti feniletilamina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. Odsotnost vrednosti 
v grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. Izjema s5 moke 3 in s4 moke 2, kjer je 
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Priloga C:   Primerjava vsebnosti kadaverina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. Odsotnost vrednosti v 
grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost 
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Priloga D:   Primerjava vsebnosti histamina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. Odsotnost vrednosti v 
grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost 
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Priloga E:   Primerjava vsebnosti tiramina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. Odsotnost vrednosti v 
grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost 
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Priloga F:    Primerjava vsebnosti spermidina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. Odsotnost vrednosti v 
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Priloga G:  Primerjava vsebnosti spermina v kislih testih moke 1, moke 2 in moke 3. Odsotnost vrednosti v 
grafih pomeni, da jih v teh eksperimentih nismo določili. Izjema s5 moke 3, kjer je odsotnost 
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Priloga H:   Skupna vsebnost biogenih aminov v kislih testih moke 1, moke 2, moke 3, po 24 urah in 48 urah 
fermentacije v primeru dodane komercialne starterske kulture ali spontane fermentacije. Rezultati 
so podani na suho snov 
 Biogeni amini (mg/100 g suhe snovi) 
Kislo testo 24 ur 48 ur 
Moka 1 spontana fermentacija 19,1 49,2 
Moka 1 dodatek kom. str. kulture 17,7 38,0 
Moka 2 spontana fermentacija 208 302 
Moka 2 dodatek kom. str. kulture 95,4 334 
Moka 3 spontana fermentacija 313 388 
Moka 3 dodatek kom. str. kulture 19 62,3 
Okrajšave: Kom.-komercialne, str.- starterske 
 
Priloga I:     Vsebnost biogenih aminov v kislem testu iz moke 1 ob dodatku avtohtonih izoliranih kultur MKB 
(koki in palčke) iz moke 2. Rezultati so podani na suho snov  
Kislo testo 
Biogeni amini (mg/100 g suhe snovi) 
AGM   TRP     PEA    PUT    CAD      HIS      TYR     SPD      SPM   GABA 
Kontrola (čičerika) / / /   1,4 1,2 13 /   13,8 4,0 nd. 
Čičerika + koki / / /   1,2 / / /   13,2 3,8 nd. 
Čičerika + palčke / / / / 1,7 20,2 /   13,2 3,5 nd. 
Okrajšave: AGM-agmatin, TRP-triptamin, PEA-feniletilamin, PUT-putrescin, CAD-kadaverin, HIS-histamin, 
TYR-tiramin, SPD-spermidin, SPM-spermin , /- pod mejo detekcije, nd.-nismo določili 
 
Priloga J: pH čičerikinih mok in kislih test  
 pH kislega testa 
Moka pH moke 3. eksperiment 4. eksperiment 
Moka 1 6,12    








Moka 1-48 ur spontana fermentacija  
Moka 1-24 ur dod. kom. str. kulture  
Moka 1-48 ur dod. kom. str. kulture  
Moka 2 6,10    








Moka 2-48 ur spontana fermentacija  
Moka 2-24 ur dod. kom. str. kulture  
Moka 2-48 ur dod. kom. str. kulture  
Moka 3 6,17    








Moka 3- 48 ur spontana fermentacija  
Moka 3- 24 ur dod. kom. str. kulture  
Moka 3- 48 ur dod. kom. str. kulture  
Okrajšave: dod.– dodatek, kom.- komercialne, str.- starterske 
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Priloga K: Biogeni amini v kalčkih grškega sena pred in po mešanju v vodi, eksperiment s komercialno 
dostopnimi biogenimi amini (4.2.2). Rezultati so podani na suho snov 
Kalčki grškega sena 
Biogeni amini (mg/100g suhe snovi) 
AGM   TRP    PEA     PUT     CAD     HIS    TYR      SPD      SPM   GABA 
Po 5 minutah mešanja v 
vodi 
/ / /   61,2    99,9 /   15,4   17,1    6 / 
Okrajšave: AGM-agmatin, TRP-triptamin, PEA-feniletilamin, PUT-putrescin, CAD-kadaverin, HIS-histamin, 
TYR-tiramin, SPD-spermidin, SPM-spermin , /- pod mejo detekcije 
 
Priloga L:  Biogeni amini v kalčkih grškega sena pred in po mešanju v vodi, eksperiment z dodanim kislim 
testom (4.2.2). Rezultati so podani na suho snov 
Kalčki grškega sena 
Biogeni amini (mg/100g suhe snovi) 
AGM   TRP   PEA    PUT      CAD     HIS     TYR      SPD     SPM      GABA 
Sveži liofilizirani  / / / 60,2 209,5 / 20,1 29,5 7 20,1 
Po 5 minutah mešanja v 
vodi 
/ / / 41,6 77,6 / 14,2 19,7 5,1 104,1 
Okrajšave: AGM-agmatin, TRP-triptamin, PEA-feniletilamin, PUT-putrescin, CAD-kadaverin, HIS-histamin, 
TYR-tiramin, SPD-spermidin, SPM-spermin , /- pod mejo detekcije 
 
Priloga M: Primerjava antioksidativnega potenciala mok in kislih test z uporabo metode DDPH pri 
eksperimentu 5, po različnih časovnih obdobjih fermentacije (24 in 48 ur) in načinu fermentacije 
(spontano ali ob dodatku komercialne starterske kulture). Odsotnost vsebnosti pri moki 3 (spont. 
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Priloga N: Primerjava antioksidativnega potenciala mok in kislih test z uporabo metode ABTS pri 
eksperimentu 5, po različnih časovnih obdobjih fermentacije (24 in 48 ur) in načinu fermentacije 
(spontano ali ob dodatku komercialne starterske kulture). Odsotnost vsebnosti pri moki 3 (spont. 
48 ur) posledica analitske napake. Rezultati so podani na suho snov 
 
Priloga O: Primerjava antioksidativnega potenciala mok in kislih test z uporabo metode FC pri eksperimentu 
5, po različnih časovnih obdobjih fermentacije (24 in 48 ur) in načinu fermentacije (spontano ali 
ob dodatku komercialne starterske kulture). Odsotnost vsebnosti pri moki 3 (spont. 48 ur) 
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